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RESUMEN

Candidato: Yanel Andrea Volonté

Director: Dr. Luis Enrique Politi

Co-director: Dra. Olga Lorena German

Instituto de Investigaciones Bioquimicas de Bahia Blanca-Argentina-CONICET

La Retinitis Pigmentaria (RP) y la Degeneracion Macular Asociada a la
Edad (AMD) son enfermedades neurodegenerativas de la retina que se
caracterizan por la pérdida progresiva e irreversible de las neuronas
fotorreceptoras (FR). Ambas enfermedades son incurables, conducen a la pérdida
de visibn y no cuentan con tratamientos efectivos. Una estrategia para lograr
desarrollar una terapia mas adecuada para estas enfermedades es la utilizacion
de células madre que puedan restaurar los tejidos dafados. Sin embargo,
regenerar la retina requiere resolver varios problemas poco explorados: uno de
ellos es la escasa actividad regenerativa de las células gliales de Muller (CGM) de
la retina que, si bien han sido propuestas como células madre, poseen una
efectividad muy limitada en mamiferos y son ineficientes para recuperar los FR
perdidos. Otro problema es la respuesta reactiva de las CGM, la cual ocurre luego
de dafos en la retina y genera una inflamacion crénica local que afecta la
supervivencia de las neuronas regeneradas. Al respecto, recientemente se ha
propuesto que los receptores X para retinoideos (RXR) son moduladores de la
respuesta inflamatoria que protegerian a las neuronas durante las enfermedades
neurodegenerativas del SNC. Sin embargo, alin se conoce muy poco sobre su rol
en la retina.

El estudio de estas enfermedades enfrenta dificultades éticas y practicas,
por lo que el uso de ratones rdl, un modelo animal de RP que presenta una
mutacion especifica que causa la muerte por apoptosis de los FR, resulta
extremadamente (til para investigar las causas de la escasa capacidad
regenerativa de la retina. Con este objetivo utilizamos retinas enteras y cultivos
primarios neuronales y de CGM de ratones control y rd1. También investigamos y
comparamos la actividad proliferativa de las CGM y la expresion de diversos

marcadores de células madre, asi como la expresion de los RXR y su efecto
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sobre la supervivencia neuronal y reactividad glial ante el tratamiento con un
agonista sintético de estos receptores.

Los resultados indicaron una disminucién de los marcadores de célula
madre de las CGM rd1l. Notablemente, la expresion de uno de ellos, Nestina,
pudo ser revertida al co-cultivar las CGM rd1 con neuronas control (wt), lo que
sugiere una alteracibn en la comunicacion neuro-glial. Ademas, el agonista
sintético de los RXR, PA024, retras6 la muerte de los FR y disminuyé la
reactividad glial en cultivos de retinas rd1.

En resumen, en esta tesis presentamos evidencia de que en las retinas rd1
existe una alteracién en la comunicacion neuro-glial que afectaria el potencial
regenerativo y dispararia una respuesta reactiva en las CGM. Asimismo, hallamos
gue la reactividad de las CGM y la muerte de los FR en las retinas rd1 pudo ser
disminuida mediante la utilizacion de un agonista de los RXR.

Estos resultados sugieren que el potencial regenerativo de las CGM
dependeria de su interaccion con neuronas sanas; que durante los procesos
neurodegenerativos de la retina este dialogo neuro-glial estaria afectado; y que
los RXR regularian, en parte, los procesos inflamatorios y la supervivencia
neuronal en la retina. Estos hallazgos podrian ser de utilidad para el desarrollo de

una terapia efectiva de reemplazo celular.
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SUMMARY

Ph. D. candidate: Yanel Andrea Volonté
Director: Ph. D. Luis Enrique Politi
Co-director: Ph. D. Olga Lorena German

Instituto de Investigaciones Bioquimicas de Bahia Blanca, Argentina, UNS-CONICET

Retinitis Pigmentosa (RP) and Age-related Macular Degeneration (AMD)
are neurodegenerative diseases of the retina which are characterized by the
progressive and irreversible loss of photoreceptor neurons (PRs). Both diseases
are incurable, lead to loss of vision and lack effective treatment. A strategy to
develop an adequate therapy involves the use of stem cells that are able to restore
damaged tissue. However, retina regeneration requires solving many unexplored
issues. One of them is poor regenerative activity of Muller glial cells (MGC) of the
retina. Although these cells have been postulated as stem cells, they have limited
effectiveness in mammals and are inefficient to recover lost PRs. Another issue is
the reactive response of MGC, which occurs after damage to the retina and
causes local chronic inflammation that affects the survival of regenerated neurons.
In that regard, it has recently been claimed that retinoid X receptors (RXR) are
inflammatory response modulators that could protect the neurons from
neurodegenerative diseases of the central nervous system. However, little is
known about the role they play in the retina.

Research into these diseases faces many ethical and practical challenges.
Therefore, using rd1 mice, an animal model of RP with a very specific mutation
which causes death by apoptosis of PRs, is extremely useful to study the causes
of poor regenerative capacity of the retina. For this purpose, we have used whole
retinas and primary neural and MGC cultures from control and rd1 mice. We have
also studied and compared the proliferative activity of MGC and the expression of
several stem cell markers, as well as the expression of RXR and their effect on
neuronal survival and glial reactivity upon treatment with a synthetic agonist.

Results showed decreased rdI MGC stem cell markers. Remarkably, the
expression of one of these, Nestin, could be reverted by co-culturing of rd1 MGC

with control neurons (wi), which suggests an alteration in neuroglial
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communication. Furthermore, using the RXR synthetic agonist PA024
delayed death of PRs and decreased glial reactivity in rd1 retina cultures.

In sum, throughout this thesis we have presented evidence that in rd1
retinas there is an alteration in neuroglial communication which could affect the
regenerative potential and trigger a reactive response of MGC. Additionally, we
found that MGC reactivity and death of PRs in rd1 retinas could be reduced by
means of a RXR agonist.

These results suggest that regenerative potential of MGC could depend on
their interaction with healthy neurons, that neuroglial communication could be
affected when neurodegenerative processes of the retina take place, and that
RXR could partially regulate inflammatory processes and neuronal survival in the
retina. These findings could prove useful for the development of an effective
cellular replacement therapy.

~10 ~
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Abreviaturas

ABREVIATURAS UTILIZADAS

ADH: Acido DocosaHexaenoico

BAX: Bcl-2-Associated X protein

BrdU: 5"-Bromo-2"-deoxiUridina

CG: Capa de células Ganglionares

CGM: Célula Glial de Miiller

CNE: Capa Nuclear Externa

CNI: Capa Nuclear Interna

CPE: Capa Plexiforme externa

CPI: Capa Plexiforme Interna

DAPI: 4° ,6-diamino-2-fenilindol

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

DMSO: Dimetilsulféxido

FR/s: Fotorreceptor/es

GFAP: Proteina acida fibrillar glial (Glial Fibrillary Acidic Protein)
GS: Glutamina Sintasa

HBSS: Hank's Balanced Salt Solution

PBS: Buffer Fosfato Salino (Phosphate Buffered Saline)
PF: Paraformaldehido

PN: Postnatal

rd1: retinal degeneration 1

RP: Retinitis Pigmentaria

RXR: Receptor X de Retinoideos (Retinoid X Receptor)
SFB: Suero Fetal Bovino

SNC: Sistema Nervioso Central

SOX2: Sex determining region Y-box 2

TUNEL: Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick-End Labeling assay
wt: wild type
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Introduccion

Las enfermedades neurodegenerativas del sistema nervioso central (SNC)
conducen a la pérdida de funciones neuroldgicas especificas en forma progresiva
e irreversible y se caracterizan por la muerte de un tipo neuronal determinado en
forma selectiva. Como ejemplos de estas patologias podemos mencionar la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la Esclerosis Lateral
Amiotrdfica, y en la retina, la Retinitis Pigmentaria (RP) y la Degeneracion Macular
Asociada a la Edad (AMD). Estas ultimas afectan principalmente la capa de
neuronas fotorreceptoras y conducen a la pérdida gradual de la vision hasta
ocasionar ceguera; ambas enfermedades son de alta prevalencia y su incidencia
afecta a diferentes grupos etarios. Ademas, las mismas no son curables y sus
tratamientos, cuando existen, son poco efectivos. En los ultimos afios se han
desarrollado importantes herramientas de diagnéstico y tratamientos para las
mismas, no obstante, ain no se han dilucidado los mecanismos a través de los
cuales actuar para detener o evitar completamente su avance. Por otro lado, si bien
tienen origenes muy diversos, entre los cuales se destacan mutaciones genéticas
y/lo factores ambientales desencadenantes, como son el estrés oxidativo, la
agregacion de proteinas y la inflamacion (Farrar, Kenna, and Humphries 2002;
Shen et al. 2005), todas culminan con la muerte de los FRs por apoptosis (Comitato
et al. 2014; Dunaief et al. 2002; Marigo 2007; Portera-Cailliau et al. 1994).

Dentro de las estrategias actuales para tratarlas o eventualmente curarlas,
se encuentran por un lado las orientadas a interferir con los mecanismos
moleculares involucrados en los procesos de muerte celular, y por otro las
orientadas a reemplazar las neuronas eliminadas a través de la utilizacion de
células madre (Lindvall and Kokaia 2010; Marchetti et al. 2010; Reh 2016). Si bien
en los mamiferos la capacidad de regeneracion se encuentra limitada, existen
células en la retina, como las células gliales de Muller (CGM) o células del margen
ciliar, que cuentan con este potencial pero que frente a una enfermedad
neurodegenerativa como la RP no logran restaurar la poblacion neuronal eliminada
o lo hacen a un ritmo muy lento e insuficiente para restablecer la vision. A partir de
esto surge el interrogante, aun poco explorado, de si estas células, propuestas
como células madre, en el contexto de un proceso neurodegenerativo presentan
caracteristicas diferentes de aquellas que podemos encontrar en una retina sana.

El estudio de estas enfermedades en humanos presenta diversas

limitaciones éticas y practicas. Afortunadamente existen numerosos modelos
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animales de las enfermedades neurodegenerativas de la retina que posibilitan
evaluar terapias para el tratamiento de las mismas (Chang et al. 2002). Uno de los
animales méas usados como modelo de estas enfermedades es el raton rd1 (retinal
degeneration 1), el cual fue utilizado en este trabajo de tesis.

Estos animales presentan una mutacién en la GMP ciclico fosfodiesterasa
beta (Ped6B), que normalmente forma un heterotetrdmero con una subunidad
PEDG6a y dos PED6y. La mutacién en la subunidad beta no permite que catalicen
la conversion de GMPc a 5"GMP por lo que se acumula GMPc en las células. Esto
ultimo conduce a un aumento del calcio y sodio intracelular evitando que ocurra la
fototransduccion y culminando, al igual que en su contraparte humana, en una
pérdida selectiva e irreversible de los FRs por apoptosis. Este modelo cuenta con
la ventaja de que la degeneracion es muy rapida, ya que el pico de muerte comienza
a los 10 dias de vida del animal y en el término de un mes pierden completamente
la capa de la retina que corresponde a estas neuronas (Farber, Flannery, and
Bowes-Rickman 1994; Kalloniatis et al. 2015). Por el contrario, en los animales wt,
a este tiempo, la retina se halla completamente desarrollada (LaVail and Sidman
1974). Todas estas caracteristicas hacen de este animal un modelo adecuado para
el estudio de los mecanismos de neurodegeneracion de la retina y para la

investigacion de terapias que permitan retrasar o evitar este proceso.

La retina: modelo del desarrollo del sistema nervioso

La retina constituye una capa de tejido neural que se halla en la zona
posterior del ojo. Este tejido presenta una citoarquitectura laminar compuesta por
células gliales y seis tipos neuronales principales. La diversidad de tipos celulares
proviene de un progenitor comin que es capaz de generarlos en respuesta a
diversos estimulos, intrinsecos y extrinsecos. Debido a su relativa simplicidad,
accesibilidad y a que los distintos tipos celulares estan organizados formando un
tejido altamente estructurado, la retina ha sido ampliamente utilizada como modelo
de estudio del desarrollo del SNC, y es por ello la estructura neural mas estudiada
y adecuada para este trabajo de tesis.

Los seis tipos neuronales de la retina de vertebrados son: los fotorreceptores

(conos y bastones) y las neuronas bipolares, ganglionares, horizontales y
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amacrinas. Las células fotorreceptoras convierten la informacion luminosa en
sefiales quimicas y eléctricas que son enviadas a las interneuronas bipolares de la
retina interna. A su vez, éstas transmiten las sefiales desde la retina externa hacia
la retina interna, transmision que es modulada por las neuronas horizontales. En la
retina interna, las neuronas bipolares establecen contactos con las células
ganglionares y con las interneuronas amacrinas. Estas ultimas modulan las sefiales
provenientes tanto de las neuronas bipolares como de las células ganglionares. La
informacion luego es transmitida desde la retina hacia el cerebro a través del nervio
optico, constituido por los axones de las células ganglionares.

Ademas de los tipos neuronales antes mencionados, otro tipo celular que
compone la retina corresponde a las células gliales, de las cuales existen diversos
tipos, de origenes embrionarios diferentes. Las CGM, que constituyen el tipo glial
mayoritario, se extienden a través de todo el espesor de la retina y son
responsables de proveer soporte estructural y funcional a las neuronas de este
tejido (Bringmann et al. 2006; de Melo Reis et al. 2008). Otro tipo de célula glial lo
constituyen los astrocitos, de diferente origen embrionario, que se encargan de
recubrir los vasos sanguineos en las capas fibrosas y el nervio optico (Stone and
Dreher 1987; Watanabe and Raff 1988); y la microglia (Chen, Yang, and Kijlstra
2002), originaria de la linea hematopoyética monocitica, responsable de la
fagocitosis en todas las capas de la retina.

Las células de la retina adquieren una organizacién en laminas o capas
donde se ubican los cuerpos celulares o las conexiones neurales. Existen tres
capas de nucleos o cuerpos celulares (Capas Nucleares): la correspondiente a los
FRs, denominada Capa Nuclear Externa (CNE), la que corresponde a neuronas
bipolares, amacrinas, horizontales y cuerpos de las CGM, denominada Capa
Nuclear Interna (CNI), y la capa de las Células Ganglionares (CG). Ademas, existen
otras dos capas de conexiones que constituyen la Capa Plexiforme Externa (CPE)
y la Capa Plexiforme Interna (CPI).

En el exterior de la retina se ubica una capa de células epiteliales, el Epitelio
Pigmentario de la Retina (EPR), y desde esta capa hacia el interior encontramos
los segmentos externos e internos de los FRs, y luego las distintas capas nucleares
y de conexiones mencionadas (Hoon et al. 2014; Sernagor et al. 2006; Wallace
2011) (Fig. 1).
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La retina, en comparacion con otros tejidos neurales, presenta una
organizacion mas sencilla, mejor caracterizada y experimentalmente mas
accesible. Esto, sumado al hecho de que es no-esencial para la vida permite la
manipulacion de genes del desarrollo que no podria hacerse en otras regiones del
cerebro ya que serian letales. Por todo ello, la retina, es considerada un poderoso
modelo para estudiar los mecanismos que regulan los procesos del desarrollo del
SNC, asi como también el comportamiento, frente a un dafio o enfermedad, de los

distintos tipos celulares que la conforman.
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Figura 1. Estructura de la retina adulta de vertebrados. En la fotomicrografia y en el
esquema se observan los distintos tipos neuronales: ganglionares (G), amacrinas (A),
bipolares (B), horizontales (H), conos (C) y bastones (R), y las distintas capas que se
pueden distinguir en una retina adulta: Capa de células ganglionares (CCG), Capa
plexiforme interna (CPl), Capa nuclear interna (CNI), Capa plexiforme externa (CPE),
Segmentos Externos de fotorreceptores (SE) y el Epitelio Pigmentario de la retina (RPE).
Otras referencias: vaso sanguineo (BV), astrocito (AS), pericito (P), pie final de las CGM
(E). Modificado de Bringmann et al. 2009.

~21 ~



Introduccion

Proceso de formacion de la retina y nacimiento de los distintos

tipos celulares en roedores

Las primeras células postmitéticas en aparecer, luego de la proliferacion de
un grupo de progenitores celulares del neuroepitelio retinal durante la
embriogénesis, son las células ganglionares las cuales son seguidas por la
aparicion de los conos, células horizontales y células amacrinas. Los bastones,
células bipolares y las células gliales de Miller se desarrollan en una segunda etapa
posnatal (PN). La fase proliferativa del desarrollo retinal en ratones culmina
aproximadamente al dia PN7 y es seguida por un periodo de formacion de sinapsis
y remodelacion, muerte celular y maduracion morfologica de los FRs hasta el dia
PN21 (Fig. 2).

Durante su desarrollo, los progenitores, pasan por una serie de estados de
competencia que determinaran el subconjunto de tipos celulares a los cuales daran
origen, a esto se lo conoce con el nombre de “Modelo de Competencia” (Livesey
and Cepko 2001). Estos estados por los cuales pasan las células progenitoras
estan determinados por factores internos o intrinsecos que establecen el destino
celular y por sefales extrinsecas o ambientales que pueden variar durante el
desarrollo. El conjunto de estos factores permite la aparicion de los distintos tipos
celulares diferenciados a partir de un conjunto restringido de progenitores. Ademas
diversos factores tréficos, neurotransmisores y la actividad eléctrica influyen en la
supervivencia de las células retinianas (Linden and Reese 2006).

Durante el desarrollo de la retina, muchas de las células generadas sufren
un proceso de muerte celular programada altamente controlado que permite
establecer el tamafio de la poblacién celular del tejido, eliminando las células que
se encuentren en exceso. Este proceso ocurre en 2 fases, una fase temprana que
acompafa la neurogénesis, migracion celular y diferenciacién; y una fase tardia,
gue ocurre una vez que las conexiones neuronales son establecidas y las sinapsis

formadas, eliminando aquellas defectuosas (Vecino, Hernandez, and Garcia 2004).
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Figura 2. Nacimiento de los distintos tipos celulares de la retina. En el grdfico
se muestra la secuencia del nacimiento de los distintos tipos celulares que
componen la retina. Se observa que las células ganglionares, horizontales,
conos y amacrinas nacen mayoritariamente durante el periodo embrionario,

mientras que los bastones, bipolares y la glia de Miiller lo hacen después del
nacimiento. Modificado de Rapaport et al. 2004.
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Las células gliales de Miller en la retina

Las células gliales dentro del SNC cumplen un importante rol en el
mantenimiento de la homeostasis, participan en la angiogénesis y son responsables
de la inmunidad del SNC y de la neuroproteccion. Como se menciond
anteriormente, en la retina de los vertebrados se pueden encontrar 3 tipos de
células gliales: Astrocitos, Microglia y el tipo glial predominante en la retina, las
CGM (Vecino et al. 2016). Estas ultimas representan alrededor del 90% de las
células gliales de la retina y ejercen sus funciones de mantenimiento adaptandose
a los requerimientos de las neuronas vecinas. En sus extremos puede distinguirse
la extensién de dos procesos diferentes: en la region de la membrana limitante
externa, las CGM, extienden apicalmente microvellosidades entre los segmentos
externos de los FRs, mientras que en la membrana limitante interna sobre la
superficie con el cuerpo vitreo y la neuroretina se forma el llamado pie final (“end-
foot”). A través de las capas nucleares extienden procesos lamelares que
envuelven los cuerpos celulares de las neuronas. Los cuerpos celulares que
contienen los ndcleos de las CGM se ubican en la CNI (Garcia and Vecino 2003;
Vecino et al. 2016). Debido a esta disposicion es que puede considerarse cada
CGM como el corazon de una “microunidad” columnar de neuronas retinianas
(Reichenbach and Robinson 1995). Esta posicion estratégica permite a las CGM
constituir un enlace funcional y anatbmico con las neuronas que requiere de la
interaccién constante entre ambos tipos celulares y permite el intercambio de
moléculas con los vasos sanguineos, el cuerpo vitreo y el espacio subretinal
(Bringmann et al. 2006). Este intimo contacto entre ambos tipos celulares permite
que, por ejemplo, neurotransmisores liberados por las neuronas puedan promover
en las células gliales la liberaciéon de glutamato, ATP u otras sustancias
neuroactivas que podrian actuar estimulando directamente a neuronas post-

sinapticas (Reichenbach and Bringmann 2013).
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Figura 3. Interaccion de las células gliales de Miiller con las neuronas
fotorreceptoras. En el esquema se muestra la participacion de las CGM en el
metabolismo de la glucosa, en la conversion de glutamato (Glu) a glutamina
(GIn), en la secrecion de factores troficos e interleuquinas y en la homeostasis
del K+ y H20. As: astrocitos, B: células bipolares, G: células ganglionares, M:
células gliales de Miiller, Mi: microglia, Ph: fotorreceptores. Vecino et al. 2016
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Las CGM son muy resistentes a diversos dafios como la hipoxia, isquemia e
hipoglucemia y dentro de sus funciones mas relevantes podemos mencionar que
participan de la organizacion celular durante el desarrollo de la retina favoreciendo
el establecimiento de los circuitos neuronales y mantienen la sinapsis a través del
reciclado de neurotransmisores, como GABA y glutamato, evitando su acumulacion
y efecto neurotdéxico. Ademas, son responsables del mantenimiento de la
homeostasis del agua y del K+ y actdan en la defensa frente a radicales libres y en
la detoxificacion de restos celulares mediante su fagocitosis. Todas estas funciones
son parte del efecto neuroprotector de estas células gliales (Bringmann et al.
2006) (Fig. 3). Ademas, junto a las células ganglionares, la microglia y los
astrocitos, las CGM son las principales células involucradas en los mecanismos
de defensa de la retina necesarios para mantener el inmunoprivilegio en este
tejido, sumado a la multitud de mecanismos que operan en el ojo para evitar que
sustancias extrafias provoquen algun tipo de inflamacion.

Bajo condiciones patolégicas de la retina, las CGM, pueden activarse o
reactivarse, esta reaccion se la conoce con el nombre de gliosis y forma parte de la
compleja respuesta retiniana frente a un estimulo patolégico, respuesta que
también implica la activacion microglial y alteraciones en la vasculatura entre otros
(Harada et al. 2002). El proceso gliotico es una respuesta no especifica frente al
dafo, implica alteraciones en las CGM que provocan la pérdida de la normal
interaccion glia-neurona y, en general, se caracteriza por una alta proliferacién de
las CGM y cambios morfologicos con alteraciones en la expresion de distintos
filamentos intermedios, siendo caracteristico un incremento en la expresiéon de la
proteina fibrilar acida de la glia (GFAP) (Hernandez et al. 2010; Roesch et al. 2012;
Vecino et al. 2016). Una respuesta glidtica temprana frente a un dafio tiene un
efecto beneficioso para las neuronas ya que se liberan factores neurotroéficos a la
vez que evita la propagacion del dafio. Por el contrario, cuando este proceso se
encuentra avanzado tiene efectos negativos para las neuronas ya que las CGM no
pueden cumplir con sus funciones habituales de mantenimiento, se tornan
incapaces de remover el exceso de neurotransmisores y de mantener la
homeostasis de agua e iones, por lo que se favorece la muerte neuronal y el
establecimiento de un microambiente perjudicial para procesos como la
regeneracion (Bringmann et al. 2006, 2009; Garcia and Vecino 2003; Vecino et al.

2016). Ademas, el proceso glidtico desarrollado por las CGM participa activamente
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en el establecimiento de un estado de inflamacidn crénica que recientemente se ha
visto involucrado en la iniciacién y/o progreso de patologias neurodegenerativas
(Amor et al. 2010; Griffin 2006; Yoshida et al. 2013).

Como consecuencia de la activacion glial se produce el reclutamiento de la
microglia hacia la retina y tanto esta como las CGM secretan citoquinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF-a) (de Kozak et al. 1994,
1997; Tezel and Wax 2000; Zeng et al. 2005) y la proteina quimioatractante de los
monocitos 1 (MCP-1). Estos factores promueven la infiltracién por células del
sistema inmune provocando un mayor dafio al tejido e inflamacién cronica,
contribuyendo asi a la alteracién del microambiente en la retina.

En adicion a las funciones de las CGM ya mencionadas se suman
investigaciones, desde hace poco mas de una década, que proponen a las CGM
como ceélulas madre dentro de la retina (Das et al. 2006; Fischer and Reh 2001,
2003). En respuesta a una injuria las CGM pueden desdiferenciarse, proliferar y
generar progenitores neuronales que migren a la zona dafada y se diferencien en
el tipo celular perdido (Abrahan et al. 2009; Giannelli et al. 2011; Jayaram et al.
2014; Sanges et al. 2016; Wan and Goldman 2016).

Los programas regenerativos se encuentran altamente conservados en
vertebrados de sangre fria, mientras que en los de sangre caliente son mas
restringidos y el fenotipo neuronal se asocia solo a la expresion de algunos
marcadores neuronales y a la expresion de neurofilamentos (Fischer and Reh 2001,
2003; Ooto et al. 2004). Si bien se han identificado diversos marcadores en las
CGM que indicarian un fenotipo regenerador (Abrahan et al. 2009; Roesch et al.
2008; Vecino et al. 2016), en la retina de mamiferos esta capacidad se encuentra
restringida. Dentro de estos marcadores se pueden mencionar: la expresion de
Nestina, filamento intermedio utilizado como marcador de células madre
multipotenciales neuroectodérmicas (Lendahl, Zimmerman, & McKay, 1990; Park
et al. 2010), Vimentina (Boraas et al. 2016) también filamento intermedio y el factor
de transcripcién nuclear Sox2 (Surzenko et al. 2013). Alteraciones en algunos de
estos marcadores, como en la proliferacién de las células madre, se han visto
asociadas a procesos neurodegenerativos (Ferri et al. 2004; Valamanesh et al.
2013) por lo que decidimos incluirlos en el presente estudio.

Un factor importante que interviene en el mantenimiento de la capacidad

proliferativa es la lamina nuclear, cuya integridad y estabilidad proveen soporte
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estructural al nucleo y contribuyen a la organizacion del ADN. La lamina nuclear se
compone de 3 tipos de filamentos diferentes denominados: lamina A, lamina B y
lamina C, los cuales conforman una red que se extiende bajo la envoltura nuclear
contribuyendo a la morfologia del nucleo. Dada su asociacion con la organizacion
estructural de la cromatina (Chojnowski et al. 2015), también investigamos si
alteraciones en la lamina nuclear de las CGM afectaban la reproduccién celular de
las mismas.

En la actualidad, es ampliamente reconocido el potencial uso de las CGM
para generar neuronas perdidas a partir de cultivos primarios de las mismas o de
lineas celulares (Bringmann et al. 2009; Limb et al. 2002; Meyer et al. 2006; Monnin
et al. 2007). Experiencias iniciales con células madre embrionarias demuestran la
dificultad para lograr que se diferencien como FRs vy evitar el desarrollo tumoral
(MacLaren and Pearson 2007; Wang et al. 2010). El trasplante de progenitores
multipotentes, limitados en su potencialidad a ser células de retina o progenitores
indiferenciados de FRs, en modelos animales ha sido mas promisorio, permitiendo
la integracion de nuevos FRs a la retina adulta o en degeneracion, y mejorando la
funcién visual (Jayaram et al. 2014; MacLaren et al. 2006; Tang et al. 2017). Sin
embargo un problema a resolver es la supervivencia a largo plazo de estas células
ya que la respuesta inmunolégica e inflamatoria podria provocar su desaparicion
(Wallace 2011; West et al. 2010). En nuestro laboratorio se demostré que, en
cultivos primarios de rata, la interaccion de las CGM con células progenitoras hace
gue estas ultimas mantengan la expresion de marcadores de células madre (Simén
et al. 2012) por lo que la comunicacién o “dialogo” entre ambos tipos celulares
pareceria ser la clave para el mantenimiento del potencial regenerativo.

En su conjunto estos antecedentes permiten formular la hipotesis de que la
degeneracion progresiva de los FRs en el raton rdl afecta el “didlogo” entre

neuronas y CGM alterando la potencialidad regenerativa de estas ultimas.
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Rol de los receptores X para retinoideos en enfermedades

neurodegenerativas de la retina

Anteriormente mencionamos que uno de los enfoques terapéuticos para las
enfermedades neurodegenerativas es el de lograr la disminucion de la muerte
neuronal. Esto podria llevarse a cabo utilizando factores tréficos, regulando sus vias
de sefializacion o actuando sobre la poblacion de CGM reactivas, modulando los
mediadores del proceso inflamatorio con la consecuente promocion de la
supervivencia neuronal (MacLaren et al. 2006; MacLaren and Pearson 2007;
Moshiri et al. 2004).

Dentro de las vias de sefializacion objeto de blancos terapéuticos podemos
mencionar a aquellas que involucran a los receptores nucleares. En los ultimos
afios se ha comenzado a explorar el rol de estos receptores, en particular de los
receptores X para retinoideos (RXR), en enfermedades neurodegenerativas del
SNC, ya que estos receptores poseen efectos pleiotropicos que podrian promover
la supervivencia neuronal regulando directa o indirectamente el proceso
inflamatorio.

Los RXR pertenecen a la superfamilia de receptores esteroidales/tiroideos,
gue se encuentran involucrados en numerosos procesos celulares, como la
proliferacion celular y el metabolismo lipidico, son esenciales para el normal
desarrollo del ojo (Mori et al. 2001). Estos receptores actuan como factores de
transcripcion que se unen a elementos respuesta del ADN luego de formar homo o
heterodimeros con otros miembros de esta misma familia, mediando el efecto
biolégico de varias hormonas, vitaminas y drogas. Esta complejidad, junto con la
existencia de tres subtipos de RXR (a, B y y), explican sus efectos pleiotrépicos
(Mori et al. 2004) (Fig. 4).

En modelos de la enfermedad de Parkinson, ligandos de los RXR rescatan
a las neuronas dopaminérgicas de la degeneracién causada tanto por la 6-OH
dopamina como por hipoxia. También es factible esperar un rol de los RXR en la
homeostasis ocular; ratones knockouts para combinaciones de los receptores
retinoideos muestran una elevada anormalidad ocular (Grondona et al. 1996;
Kastner et al. 1997).
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Ademas, la retina esta altamente enriquecida en lipidos, en particular 4cidos
grasos poli-insaturados (PUFA) de la familia n-3 y entre éstos, el acido
docosahexaenoico (ADH). Este acido graso es el mas abundante en la retina y en
los FRs (Fliesler and Anderson 1983), y es un ligando para los RXR como se
demostré en cerebro de ratén (de Urquiza et al. 2000). Un adecuado nivel de ADH
es esencial para el normal mantenimiento de la estructura y funcion de la retina ya
gue multiples estudios han mostrado la reduccién de los niveles de ADH en la
sangre de pacientes con RP (Hoffman and Birch 1995; Seddon, Cote, and Rosner
2003) y también en la retina y en los segmentos externos de los FRs en modelos
animales de dicha patologia.

Nuestro laboratorio ha propuesto al ADH como un factor tréfico de los FRs;
al respecto se demostré que promueve la supervivencia de los FRs frente al dafio
oxidativo y su diferenciacion (N P Rotstein et al. 1996, 1997; N P Rotstein, Politi,
and Aveldaio 1998; Nora P Rotstein et al. 2003), se ha establecido también que la
activacion de los RXR es esencial para el efecto protector del ADH en los FRs y
gue agonistas sintéticos de los RXR mimetizan dicho efecto protector (German et
al. 2013). Esta es la primera evidencia que agonistas de los RXR, distintos del ADH,
protegerian alos FRs en cultivo del dafio oxidativo. Este hallazgo es de gran interés
desde el angulo terapéutico y farmacolégico ya que debido a la alta susceptibilidad
a la peroxidacion del ADH seria de suma relevancia poder recurrir a agentes mas
estables que mimetizaran el efecto protector de este acido graso. Asimismo,
también adquiere importancia el estudio de la expresion y la localizacion de los RXR
en las enfermedades neurodegenerativas ya que en ensayos clinicos donde
pacientes humanos recibieron ADH, solo un subgrupo respondié positivamente a
dicha suplementacion (Berson et al. 2004a; Berson et al. 2004b). Por lo cual
ademas de la posible generacién de productos de oxidacion téxicos del ADH, la
falta de respuesta positiva en un grupo de estos pacientes podria deberse a una
expresion o una localizacion alterada de los RXR.

Estos receptores podrian tener también un rol relevante en el enfoque
inmunomodulador para el tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas. El
tratamiento con bexaroteno, agonista sintético de los RXR ha mostrado la
disminucién de la inflamacién y la eliminacién del péptido 8 amiloide por las células
microgliales en un modelo murino de la enfermedad de Alzheimer (Cramer et al.

2012). Por su parte, en un modelo murino de esclerosis multiple el 9-cis acido
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retinoico (AR) (ligando enddgeno de los RXR) mostré poseer un efecto anti-
inflamatorio sobre la microglia. Finalmente, una combinacién de 9-cis AR y
agonistas de otros receptores nucleares, como los PPAR (peroxisome proliferator-
activated receptor), inhiben la expresion de citoquinas pro-inflamatorias incluyendo
IL-18, TNFa e IL-6 (Xu et al. 2005).

La participacion de los RXR en el mantenimiento de la funcionalidad y de la
capacidad inmunomoduladora de las CGM de la retina es poco conocida. La
activacion de los PPAR gamma, mediante un ligando especifico, disminuye la
activacion de las CGM y la expresion de la proteina GFAP en un modelo de corte
del nervio 6ptico de rata (Zhu et al. 2013). Dado que los PPAR forman
heterodimeros obligados con los RXR, la activacion de éstos ultimos también podria
modular la expresion de la proteina GFAP.

A partir de lo expuesto, nos planteamos como siguiente hipdtesis que la
activacion de los RXR ya sea en las neuronas fotorreceptoras, en las CGM o en
ambas podria retrasar la muerte neuronal, disminuir la reactividad glial y generar

un microambiente que favorezca una posible terapia con células madre.
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Figura 4. Receptores X para retinoideos (RXR). En a) se muestran los distintos
tipos de receptores nucleares y sus ligandos. En el esquema b) se muestra el
mecanismo de accién de los RXR. Modificado de Gilardi and Desvergne, 2014.
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OBJETIVOS

Teniendo en cuenta los antecedentes hasta aqui mencionados, los

objetivos generales de la presente tesis fueron:

1. Determinar si existen alteraciones en el potencial regenerativo de las células
gliales de Miuller de ratones rdl, portadores de una neurodegeneracion
retiniana.

2. Evaluar si el uso de un agonista sintético de los receptores nucleares RXR

permite disminuir la muerte de neuronas fotorreceptoras y la reactividad glial.

Para ello nos propusimos los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar si la degeneracion neuronal en cultivos primarios de retinas de
ratones rd1 sigue un patréon similar a lo que ocurre en la retina in vivo de
estos mismos animales.

2. Investigar, tanto en cultivo como in vivo, si existen alteraciones en
marcadores de multipotencialidad de las CGM de ratones rd1 comparando
su expresion con la de CGM de ratones normales.

3. Investigar si existen alteraciones en la comunicacion neuro-glial en cultivos
de retinas de ratones rd1 y establecer sus posibles efectos sobre el potencial
regenerativo de las CGM.

4. Determinar si en las retinas y en cultivos primarios de retina de ratones rd1,
aumenta la expresion del filamento intermedio GFAP.

5. Investigar si existen modificaciones en la expresion y localizacién de los
receptores RXR en retinas de ratones rdl.

6. Investigar si el agonista sintético de los RXR, PA024, previene la muerte de

los FRs y reduce la reactividad glial, en cultivos primarios de retinas rd1.
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ANIMALES

Para llevar a cabo este trabajo de tesis se utilizaron ratones control de la
cepa C57BL/6J (wt), adquiridos en el bioterio de la Universidad de La Plata y
ratones C57BL/6J-Pde6b™2)/J (rd1), comprados en Jackson Laboratory (Maine,
EE. UU.). Los ratones fueron criados en el bioterio del INIBIBB. Todos los
procedimientos concernientes a la manipulacion de animales se realizaron de
acuerdo con las normas internacionales vigentes y con aprobacion del protocolo de
trabajo por el Comité Institucional para Cuidado y Uso de Animales de
Experimentacion (CICUAE) de la Universidad Nacional del Sur (053/2015,
058/2015, 059/2015, 060/2015).

MATERIALES EMPLEADOS

Las capsulas plasticas para cultivo celular de 35 y 60 mm y las pipetas
plasticas de cultivo graduadas de 10 y 2 ml fueron compradas en Greiner Bio-One
(GBO).

El suero fetal bovino (SFB) fue adquirido en Laboratorios Natocor. El medio
de cultivo Dulbecco modified Eagle’'s (DMEM), el buffer Hank's Balanced Salt
Solution (HBSS), la enzima colagenasa tipo I, el glicogeno y los random primers
pertenecen a la firma GIBCO y se compraron en Invitrogen Argentina.

En la empresa Sigma-Aldrich Argentina se adquirieron la poli-L-ornitina,
tripsina, inhibidor de tripsina, transferrina, hidrocortisona, putrescina, insulina, CDP-
colina, CDP-etanolamina, gentamicina, la sonda 4,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) y
paraformaldehido (PF).

Los anticuerpos primarios monoclonales anti-NESTINA (clon Rat-401), anti-
VIMENTINA (clon 40E-C) y anti-Bromo-deoxi-uridina (BrdU, clon G3G4) fueron
comprados en Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB perteneciente a la
universidad de lowa, Department of Biological Sciences, lowa City, IA 52242). En
la empresa ABCAM se adquirieron también los siguientes anticuerpos: anti-
CRALBP, anti-GS, anti-SOX2 y anti-NESTINA. El anticuerpo monoclonal anti-
GFAP fue adquirido en Cell-signaling. El anticuerpo monoclonal RXRa y su
correspondiente péptido bloqueante y el anticuerpo anti-N-CADHERINA

corresponden a la empresa Santa Cruz. El anticuerpo para reconocer el factor de
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transcripcion nuclear CRX fue donado por la Dra. Cheryl M. Craft (University of
Southern California) y el anticuerpo anti-Rho4D2 por el Dr. R. Molday (University of
British Columbia). Los anticuerpos secundarios conjugados con Cy2 y Cy3 especie
anti-raton y anti-conejo fueron comprados en Jackson InmunoResearch (West
Grove, PA). En la tabla 1 se encuentran las especificaciones para cada anticuerpo
primario y en la tabla 2 para los anticuerpos secundarios.

La sonda CellTracker® fue adquirida en Thermo Fisher Cientific y la sonda
TO-PRO™-3 |odide, la enzima terminal deoxynucleotidyl transferasa (Tdt), el
nucleétido recombinante 5-bromo-2-deoxyuridine-5-triphospate (BrdUTP) y el
buffer para la enzima TdT fueron comprados en Molecular Probes (Eugene, OR).

Para realizar la extraccion de ARNm se utilizo el reactivo Quickzol de
Kalium technologies (Embiotec), la enzima transcriptasa reversa para la reaccion
de obtencion de ADNc M-MLV se adquirié en Promega al igual que el inhibidor de
ribonucleasas. Los nucleotidos utilizados son de la empresa Thermo Scientific y los
primers utilizados para la reaccion de qRTPCR fueron adquiridos en la empresa
Sigma-Aldrich. En la tabla 3 se encuentra el detalle de los primers utilizados.

El agonista sintético no comercial de los receptores RXR, PA024, fue
donado por el Dr. Hiroyuki Kagechika de Tokyo Medical and Dental University,
Japon.

Todos los solventes utilizados fueron de grado HPLC vy el resto de los
reactivos fue de grado analitico. El agua utilizada tanto para la preparacion de los
medios y buffers de cultivo como para biologia molecular fue agua ultrapura Roux-
Ocefa S.A.
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CULTIVOS PRIMARIOS DE RETINA

Todos los cultivos presentados en esta tesis fueron realizados a partir de

ratones wt y rd1 de dia PN 2 y 3 segun se especifique.

1. Cultivos mixtos neuro-gliales de retina

La obtencién de este tipo de cultivo, compuesto por CGM y neuronas de
retina, en su mayoria FRs (>95%), se realizé a partir de ratones PN2, realizando
pequefias modificaciones a protocolos ya establecidos (Politi et al. 1996). En este
caso, las retinas fueron disecadas separandolas del epitelio pigmentario y tejido
conectivo y eliminando el humor vitreo, a continuacion, se disgregaron primero de
forma enzimatica con tripsina (250 pl de tripsina 0,25% en 6 ml de HBSS, 8 minutos)
y luego mecanicamente hasta obtener una suspension celular en la cual, luego de
sembrar en medio de cultivo DMEM suplementado con 10 % SFB, se observo la
presencia de pequefios grumos (5-30 células/grumo). Estos grumos estan
compuestos por células progenitoras de retina y por neuronas en distintos niveles
de diferenciacion. Cabe destacar que las CGM derivan de progenitores tardios, los
cuales tras finalizar la mitosis originan tanto FRs como CGM (Turner and Cepko
1987). Luego de 2-3 dias en cultivo, las CGM comienzan a extenderse por debajo
de los grumos, formando una monocapa sobre la cual se ubican y desarrollan las
neuronas (principalmente FRs y en segundo lugar neuronas amacrinas). Los
cultivos fueron incubados a 36°C en una atmésfera humidificada y con 5% de CO-
con un recambio del medio de cultivo cada 3-4 dias hasta la finalizacion del
experimento. Los cultivos fueron tratados para realizar extraccion de ARNm, fijados
con PF 4% en PBS para realizar tinciones mediante técnicas de inmunocitoquimica
o tratados para ser analizados por citometria de flujo. Para el estudio de los cultivos
se eligieron los dias 6 y 11. Si tenemos en cuenta los 2 dias PN del ratén, los dias
6 y 11 de cultivo se corresponden con los dias 8 y 13 del desarrollo, momentos

coincidentes con el inicio y el pico de la degeneracién in vivo, respectivamente.
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2. Cultivos neuronales puros de retina

Los cultivos neuronales se realizaron a partir de ratones PN2, wt y rd1,
siguiendo protocolos descriptos en nuestro laboratorio (Politi et al. 1996; Rotstein
et al. 1996; Rotstein et al. 1997). Como primer paso las retinas fueron disecadas,
separandolas del epitelio pigmentario y tejido conectivo y eliminando el humor
vitreo. Luego se disociaron enzimaticamente incubandolas con una solucién de
tripsina (250 pl de tripsina 0,25% en 6 ml de buffer HBSS libre de Ca2*y Mg 2*) por
8 minutos a 36°C. A continuacion, se retird la solucion de tripsina y se incubaron
las retinas con 0,5 ml de solucién de inhibidor de tripsina (0,25%) durante 2 minutos
mas. Finalmente, las células fueron lavadas y disociadas mecanicamente hasta
obtener una suspension celular homogénea en un medio quimicamente definido.
Las células fueron sembradas en capsulas plasticas de 35 mm pre-tratadas,
secuencialmente, con poli-ornitina (0,1 mg/ml) y medio condicionado de
Schwannoma (Adler 1982). Los cultivos fueron incubados a 36°C en una atmdésfera
humidificada y con 5% de CO., y tratados para realizar extraccion de ARNm y
fijados con PF 4% en PBS para realizar tinciones mediante técnicas de

inmunocitoquimica o utilizados para realizar co-cultivos neuro-gliales.

3. Cultivos gliales puros de retina

Los cultivos puros de CGM se obtuvieron siguiendo protocolos
previamente establecidos (Hicks and Courtois 1990). Brevemente, se enuclearon
ratones PN3 y los ojos se dejaron durante toda la noche en medio DMEM. Al dia
siguiente se trataron con una solucion de tripsina (1 mg/ml) y colagenasa tipo Il (2
mg/ml) por 10 minutos, tras lo cual se disecaron las retinas y se cortaron en
fragmentos de aproximadamente 1 mms3. A continuacion los fragmentos de retina
se sembraron en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de SFB y luego
de 72 hs, estos se lavaron para remover los pequefios trozos de tejido adheridos a
la capsula. Los cultivos fueron incubados a 36°C en una atmosfera humidificada y
con 5% de CO:y el medio de cultivo fue rutinariamente reemplazado cada 3-4 dias,
previo lavado suave con el buffer HBSS. En estas condiciones se obtuvieron
cultivos altamente purificados en CGM (contenido de CGM superior al 90%) que

alcanzaron confluencia al cabo de 12-15 dias. Los cultivos fueron tratados para
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realizar extraccion de ARNm, fijados con PF 4% en PBS para realizar tinciones
mediante técnicas de inmunocitoquimica o utilizados para realizar co-cultivos

neuro-gliales.

4. Co-cultivos neuro-gliales

Para la realizacién de los co-cultivos neuro-gliales se utilizaron cultivos
neuronales de 3 dias de desarrollo mantenidos hasta ese momento en el medio
neuronal quimicamente definido. Sobre estos cultivos neuronales se sembraron
CGM obtenidas de cultivos gliales puros y se mantuvieron ambos tipos celulares en
co-cultivo por 24 hs con medio DMEM suplementado con 10% de SFB en una
atmosfera humidificada a 36 °C y con 5% de CO.. Previo al agregado de las células
gliales sobre los cultivos neuronales, se incubaron estos ultimos con la sonda
CellTracker® con el objetivo de poder marcar y diferenciar las neuronas
provenientes del cultivo neuronal puro de aquellas que, eventualmente, pudieran
provenir de cultivos gliales puros, que como se mencion6 anteriormente, tienen un
grado de purificacion en CGM superior al 90%. Los co-cultivos fueron tratados para
realizar extraccion de ARNm o fijados con PF 4% en PBS para realizar tinciones

mediante técnicas de inmunocitoquimica.
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Co-cultivos neurogliales
CellTracker®

+

Cultivo neuronal puro

Neuronas wt 6 rdl

N/

Co-cultivo
(24 hs co-incubacion en DMEM 10%)

Cultivo glial puro

Células gliales de
Miiller wit 6 rd1

Figura 5. Co-cultivos neuro-gliales. Los cultivos neuronales puros fueron
marcados con la sonda CellTracker® co-cultivados con células gliales y

mantenidas en contacto por 24 horas.
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IDENTIFICACION DE LOS TIPOS NEURONALES Y GLIALES
EN LOS CULTIVOS

En los cultivos neuronales y cultivos mixtos neuro-gliales se desarrollan
mayoritariamente dos tipos neuronales, los FRs y las neuronas amacrinas. Ambos
tipos celulares representaron mas del 98% de las células en cultivo y fueron
identificados mediante diversas técnicas de microscopia e inmunocitoquimica. Los
FRs en cultivo presentaron un cuerpo celular redondeado y pequefio (5-10 pm),
usualmente mas oscuro (observando por microscopia de contraste de fase) que el
de las neuronas amacrinas, con una unica neurita, la cual usualmente mostro la
presencia de una “esférula” sinaptica en su extremo. En ocasiones presentaron el
cilio conector (<20% de los FRs) en el extremo opuesto, y un escaso numero
también desarroll6 un “proceso apical” (<10% de los FRs), que constituye un
esbozo del segmento externo caracteristico de los FRs maduros in vivo. Pudieron
ser identificados mediante la marcacion del factor de transcripcion CRX, que en la
retina marca selectivamente a los FRs luego de que sus progenitores abandonan
el ciclo celular y por la proteina visual OPSINA, identificada con el anticuerpo
Rho4D2, la cual se distribuye difusamente en el cuerpo celular y, en caso de
presentar proceso apical se concentra también en esa estructura (De Genaro et al.
2013).

Por su parte, las neuronas amacrinas fueron mas grandes (5-20 um) que los
FRs y mostraron multiples neuritas en lugar de un Unico axon. Presentaron mayor
heterogeneidad morfoldgica y expresaron la proteina SINTAXINA, reconocida por
el anticuerpo HPC-1.

Las CGM fueron identificadas por su morfologia plana e irregular por
microscopia de fase, mostrando una variacion de tamafio de entre 20 y 200 um; y
por la expresidn de marcadores caracteristicos, entre ellos GLUTAMINA SINTASA
(GS), CELULAR RETINALDEHYDE BINDING PROTEIN (CRALBP), GLIAL
FIBRILLARY ACIDIC PROTEIN (GFAP) y VIMENTINA (VIM).
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ENSAYOS GENERALES DE INMUNOCITOQUIMICA

Los cultivos fueron fijados con PF al 4% en PBS, a temperatura ambiente
durante 60 minutos, seguidos de una permeabilizacién con Tritén X-100 (0,1% en
PBS) durante 10 minutos. Previo a la incubacién con anticuerpos, las células fueron
incubadas por 30 minutos con buffer Tris-NaCl con 0,1% Tween-20 (TNT) y 2% de
leche descremada para reducir la union inespecifica de los anticuerpos. A
continuacién, las células fueron incubadas con anticuerpos especificos dirigidos a
diferentes proteinas o con sondas fluorescentes para marcar el ADN. Como
anticuerpos secundarios se utilizaron anticuerpos anti-conejo y anti-ratén,
conjugados con fluoréforos verdes o rojos (Cy2 y Cy3 respectivamente). En todos
los casos se realizaron controles de la técnica omitiendo el agregado de anticuerpos
primarios, para evaluar la union inespecifica del anticuerpo secundario; y se
utilizaron controles positivos y negativos de células que expresen o no la proteina
a estudiar. Finalmente, los cultivos fueron analizados por microscopia de contraste

de fase o fluorescencia.

EVALUACION DE LA SUPERVIVENCIA CELULAR

La supervivencia celular se evalu6 a través de 3 parametros:

1. Identificacion de células apoptoticas analizando la integridad de los nucleos
con la sonda nuclear DAPI, la cual se intercala con las bases nitrogenadas del ADN.
Para ello, las células fueron fijadas con PF 4%, se permeabilizaron con 0,1% de
Tritdn X-100 en PBS, se lavaron con PBS e incubaron con DAPI 1 ug/ul durante 10
minutos a temperatura ambiente. Las neuronas se consideraron apoptéticas
cuando presentaron nucleos fragmentados, condensados o picnaéticos.

2. Ensayo de TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick-end
labeling assay). Este ensayo permite detectar la fragmentacién del ADN que ocurre
durante el proceso apoptético. Para la observacibn de fragmentacion
internucleosomal por la técnica de TUNEL, los cultivos fueron fijados con PF 4%
durante 15 minutos a 4°C y almacenados en etanol 70% durante un minimo de 72

hs y un maximo de 15 dias a -20°C. Luego del periodo de fijacion con etanol, las
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células fueron lavadas 3 veces durante 5 minutos con PBS a temperatura ambiente
y a continuacién pre-incubadas con el buffer de la enzima TdT 1X por 15 minutos y
luego con la mezcla de reaccion, conteniendo el nucleétido trifosfato (BrdUTP 0,05
mM) y la enzima (TdT 0,3 U/ml) en su buffer correspondiente, durante 1 h a 37 °C
en atmosfera humidificada. La reaccion fue detenida con un “stop buffer” (NaCl 300
mM, citrato de sodio 30 mM, pH 7,4) a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Los controles negativos fueron realizados omitiendo la enzima TdT. La
incorporacion de BrdU al ADN fue determinada mediante inmunocitoquimica
utilizando un anticuerpo monoclonal especifico, de acuerdo con las técnicas
estandar de inmunocitoquimica y realizando los controles correspondientes.

3. Expresion del ARNm de la proteina pro-apoptotica BAX (Bcl-2-associated X
protein) (Comitato et al. 2014). La proteina BAX heterodimeriza con la proteina
BCL-2 y funcionan como activadores de la apoptosis, por lo que la relacion entre
ambas es determinante para la supervivencia o muerte de la célula. Para evaluar
la expresion de BAX, los cultivos fueron tratados para realizar la extraccion del

ARNmM y luego por gRTPCR se determind su expresion (ver Deteccion de ARNm).

EVALUACION DE LA PROLIFERACION MEDIANTE LA
INCORPORACION Y DETECCION DEL NUCLEOTIDO BrduU

Para evaluar la proliferacion de las CGM, los cultivos fueron sometidos a un
pulso de Bromo-deoxi-Uridina (BrdU), analogo de la Timidina, que se incorpora al
ADN en la fase S del ciclo celular, sirviendo como marcador de células en
proliferacion. Las células fueron expuestas a BrdU 30 uM (concentracion final en el
cultivo) durante 24 horas previas a la fijacion. Luego de la fijacién con PF 4% las
células fueron tratadas con HCI 2N durante 30 minutos para desnaturalizar el ADN
y, a continuacion, se neutralizé con borato de sodio 0,1 M. La incorporacién de BrdU
se determiné por inmunocitoquimica utilizando anticuerpos monoclonales y

realizando los controles correspondientes.
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TRATAMIENTO CON EL AGONISTA DEL RECEPTOR RXR,
PAO24

El tratamiento con el agonista sintético, PA024, de los cultivos primarios
mixtos neuro-gliales se realiz6 a los dias 3, 5 y 8 de cultivo a una concentracion de
0,1 uM, esta concentracion surge de la realizacién previa de una curva con
concentraciones crecientes del agonista vs. los niveles de muerte celular evaluados
con la sonda DAPI, siendo la concentracion seleccionada la menor a la cual se
observo una disminucion significativa de la muerte celular respecto del control
(control: 44.5 £ 6.4 %; 0.1 uM: 30.6 £ 1.1 %). Los cultivos fueron mantenidos
durante los experimentos en DMEM 10% SFB. Previo a cada agregado de
agonista, se realiz6 un cambio de medio. Como controles del experimento se
utilizaron condiciones solo con agregado del medio DMEM 10% SFB vy, por otro
lado, con agregado de dimetilsulféxido (DMSO), vehiculo del PA024. Los cultivos
tratados de esta manera fueron fijados con PF 4% para realizar tinciones
mediante técnicas de inmunocitoquimica o tratados para realizar extraccion de
ARNmM.

EXTRACCION DE RETINAS ENTERAS

Los niveles de ARNm de distintas proteinas, en retinas enteras, se
evaluaron a distintos dias posnatales: PNO, PN2, PN4, PN8, PN10, PN20, PN40 y
adulto (3 meses). Para esto se enuclearon los ojos de 3 animales C57BL6J y 3
animales rd1 por cada dia PN estudiado. Se disecaron las retinas separandolas
del epitelio pigmentado y se realizé la extraccion de ARNm de las mismas, de
ambos ojos, de cada animal por separado. Luego se procesaron para cuantificar
los niveles de ARNm (ver Deteccion de ARNm) y se promediaron los valores de 3

individuos para cada dia PN.
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CORTES HISTOLOGICOS

Para analizar los cortes, se enuclearon los ojos de ratones C57BL6J y rd1,
se fijaron en PF 2% a 4°C por 3 hs, se lavaron con PBS y se sumergieron en una
solucién de sacarosa 30% en PBS durante una noche. Pasado este tiempo se
sumergieron en OCT formando los bloques que se congelaron primero a -20 °C y
luego a -80 °C. Los cortes se realizaron con un criostato Leica CM1860 y se

adhirieron a portaobjetos recubiertos con aminopropil-trietoxi-silano (silanizados).

ENSAYOS GENERALES DE INMUNOHISTOQUIMICA

Los cortes de retina de 10 ym se montaron sobre portaobjetos silanizados y
se conservaron a —20 °C hasta el momento de su uso, para lo cual, luego de
dejarlos secar al aire, se fijaron con PF 2% durante 15 minutos. A continuacion, se
realizaron lavados con PBS, luego se permeabilizaron con triton 0,1% en PBS
durante 15 minutos con posteriores lavados con PBS. Por ultimo, se realizdé un
bloqueo con BSA 1% durante 1 hora 30 minutos y se incubo con el anticuerpo
primario y secundario acoplado a fluoréforo, consecutivamente por 1 hora cada uno.
Los lavados, luego de cada incubacion con anticuerpos, se hicieron con PBST
0,1%, 2 de 10 minutos y un ultimo lavado con PBS de 5 minutos. Finalmente se
incubo con la sonda fluorescente DAPI 3 ug/mly TO-PRO™-3 |odide 1uM, durante
10 minutos, para la marcacion de los nucleos celulares. Los controles para las
reacciones inmunohistoquimicas se realizaron omitiendo el anticuerpo secundario.
Para la tincion de reconocimiento del RXRa se realizd el control de la

inmunomarcacion tratando los cortes con el péptido blogueante correspondiente.
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DETECCION DE ARNm
1. Aislamiento de ARNm

Para estudiar la expresion de distintos genes el primer paso fue extraer el
ARNmM de muestras de cultivos primarios y de retina entera con el reactivo de
extraccion Quick-zol de Kalium Technologies (Embiotec) en hielo siguiendo las
indicaciones del fabricante. Todas las soluciones utilizadas fueron preparadas con
agua ultrapura autoclavada y solventes calidad HPLC. La integridad del ARNm fue
verificada en gel de agarosa al 0.8% y su concentracién fue medida por absorbancia
a 260 nm.

2. Reaccidon de transcripcion reversa

Para realizar la reaccion de transcripcion reversa (RT) del ARNm
previamente extraido, se partié de 1 ug de ARNm para obtener una concentracion
de 40 ng/ul de ADNCc. Para la reaccion se utilizaron random primers, dNTPs, RNAsin
y la enzima Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV RT)

siguiendo las instrucciones del fabricante.
3. PCR cuantitativa (QRT-PCR)

Para la deteccion de los productos de amplificacion se utilizé un intercalante,
SyBr-Green®, que emite fluorescencia sélo cuando esta unido al ADN de doble
cadena. Los niveles de fluorescencia son detectados en cada ciclo durante la
elongacion de los productos, de manera que al final de la reaccion tenemos una
representacion del incremento de fluorescencia por ciclo de PCR. Para cada
reaccion de PCR cuantitativa, se utilizé 8,4 ul del producto de RT, en un volumen
final de 20 pl, con el kit SensiFAST™ SYBR® No-ROX de BIOLINE.

Previo a realizar la reaccion de gRTPCR se evalud la eficiencia de los
primers realizando curvas estandar y se considero6 aceptable un rango de eficiencia
de entre 80-120%.

Para controlar que las muestras no tengan contaminacién con ADN

gendémico, al realizar la qRTPCR, se preparé un tubo de cada muestra con ARNm
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(RT -) y para controlar la formacion de dimeros de primers se adiciond un tubo con
agua (NTC). En ambos casos se adicioné la enzima y los primers.

Las condiciones de la PCR utilizadas fueron las siguientes: 40 ciclos de
desnaturalizacién a 95 °C por 20 segundos, apareamiento y extension a 60 °C por
30 segundos y un paso de extension final a 95 °C por 30 segundos.

Como gen normalizador se utilizo el factor 2 de elongacion eucariotico
(Eef2). La -cuantificacion de ARNm se realizo utilizando el método Cq
(quantification cycle method) (Bustin et al. 2009). Los experimentos de gRTPCR
se repitieron 3 veces realizando cada muestra por triplicado. El listado de los
primers utilizados se encuentra en la tabla 3.

La reaccion se llevo a cabo en el equipo Rotor Gene 6000 y el analisis de los
datos se realizo con el programa del mismo equipo, Rotor-Gene 1.7.87.

CITOMETRIA DE FLUJO

Las CGM de cultivos mixtos se analizaron por citometria de flujo. Para ello
se levantaron las células cultivadas en capsulas plasticas de 60 mm, previamente
se retir6 el medio de cultivo y se realiz6 un lavado con HBSS a temperatura
ambiente para luego agregar 200 pl tripsina 0,25% por capsula, la cual se dejo
actuar por 60 segundos y luego fue diluida con 800 pl de HBSS. A continuacion,
con golpes suaves se favorecié el desprendimiento de las células que fueron
disociadas mecanicamente con micropipeta hasta obtener una suspension celular
uniforme y homogénea, carente de grumos, y recolectadas en un tubo falcon de 50
ml con PBS+10% SFB frio para inactivar la tripsina. Como paso siguiente, esta
suspension celular se filtré a través de una malla de nylon Nitex de 32 um de poro,
para eliminar grumos de tamafio mayor que puedan afectar al andlisis y tapar los
conductos del equipo de citometria. El filtrado se centrifugé a 2000 rpm por 10
minutos y se resuspendié en PBS+BSA 0,5%. Luego de un lavado extra, las células
se fijaron y permeabilizaron con la solucién A y solucion B del kit Dako Intrastain.
La tincion con anticuerpos primarios y secundarios se realizé6 en PBS+BSA 0,5%.
Como controles se utilizaron células sin marcacion y células solo incubadas con el
anticuerpo secundario. Se utiliz6 un citometro de flujo FACSCalibur (BD

Biosciences) y la cuantificacién de la suspensién celular se realizé con el programa
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FlowJo. Para cada muestra se analiz6 un minimo de 10.000 eventos procesados

por el citbmetro.
MICROSCOPIA

Una vez realizadas las tinciones e inmunomarcaciones, las células fueron
analizadas por microscopia de contraste de fases y epifluorescencia utilizando un
microscopio Nikon Eclipse E600, acoplado a un condensador para contraste de
fase de campo claro y a un equipo de Epi-Fluorescencia (Y-FL). Las imagenes
fueron tomadas con una camara AmScope MU1403.

También se utilizO un microscopio confocal de barrido laser (Laser
Scanning Confocal microscope, LSCM) leica DMIRE Sp2 con objetivo de 63X de
inmersion en agua. Las fotografias fueron obtenidas utilizando una camara

acoplada al microscopio.

ANALISIS DE IMAGENES

El andlisis de las imagenes se realiz6 con el programa Fiji-lmage J
(Schindelin et al. 2012). Se trabajé con imagenes en 8-bit del canal correspondiente
a la fluorescencia de interés. Luego se defini6 manualmente una region de interés,
ROI (region of interest) y se midid la intensidad de fluorescencia. EI mismo
procedimiento se realizé seleccionando una regién de interés que correspondiera
a espacios sin marcacion, es decir, que correspondieran al fondo de la imagen. El
promedio de este valor de fondo de cada imagen se resto al valor de intensidad de
fluorescencia de la region con marcacién de interés teniendo en cuenta el area de
la region seleccionada. El resultado del célculo anterior se encuentra expresado

como CTCF (corrected total cell fluorescence):

CTCF = Densidad Integrada - (area ROI x media de la fluorescencia del fondo)

Para evaluar el numero de células gliales por area y el espesor de las

proyecciones de las CGM se utilizaron herramientas de este mismo programa.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados muestran el porcentaje de al menos 3 experimentos
independientes (+ desvio estandar), a menos que se indique lo contrario. En cada
experimento cada condicion fue realizada por triplicado. Para los analisis de
inmunocitoquimica se analizaron un total de 10 campos por réplica. Para el analisis
de ARNm en retina entera se promediaron los valores de 3 individuos por cada dia
postnatal estudiado. Para todas las muestras analizadas por qRTPCR el ensayo se
realizo por triplicado.

Para el andlisis de imagenes se tomaron entre 3-4 imagenes por corte de
retina provenientes de entre 3-5 ejemplares diferentes que luego fueron
promediados.

La significancia estadistica se evalué mediante el test de Student t o test
ANOVA segun se especifique, considerando significativo un valor p < 0,05. Para
realizar los gréaficos y el analisis estadistico correspondiente se utilizé el programa
GraphPad Prism 5.

Las imagenes mostradas de cultivo celular o corte histologico son

representativas de cada resultado.
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Tabla 1. Anticuerpos primarios

Antigeno Anticuerpo Origen Fuente N2 Catdlogo Dilucién
BrdU anti-BrdU raton DSHB G3G4 ICQ 1:100
CRALBP anti-CRALBP raton Gene Tex gtx15051 IcQ 1:100
Cedido por la University of
CRX Anti-CRX conejo  Dra. Cheryl M. Southern ICQ 1:100
Craft California
GFAP anti-GFAP ratén Cell Signaling 3670 ICQ/IHQ 1:200/1:500
GLUTAMINA
anti-GS conejo ABCAM ab49873 ICQ/IHQ 1:100/1:500
SINTASA
LAMINA A anti-lamina A raton ABCAM ab8980 ICQ 1:100
anti-N-
N-CADHERINA raton Santa Cruz sc-271386 ICQ 1:50
CADHERINA
NESTINA anti-NES raton DSHB Rat 401 IcQ 1:100
NESTINA anti-NES raton ABCAM ab11306 IHQ/CF 1:400/1:100
. University of
Cedido por el British
OPSINA Anti-Rho4D2 ratén ritis HQ 1:50
Dr. RS Molday Columbia,
Canada
RXRa anti-RXRa conejo Santa Cruz sc553 ICQ/IHQ, 1:100
SOX-2 anti-SOX2 conejo ABCAM ab97959 ICQ/IHQ 1:200/1:500

ICQ: Inmunocitoquimica / IHQ: Inmunohistoquimica / CF: Citometria de flujo

Tabla 2. Anticuerpos secundarios

Fuente
Antigeno Anticuerpo | Origen Fluoréforo Uso Dilucion
N2 Catalogo
Jackson 1:200/1:400
Inmunoglobulina anti-ratén cabra Cy2 ImmunoResearch  ICQ/IHQ
de ratén 115-225-003 /CF /1:200
. Jackson
Inmunoglo'bullna anti-ratén cabra Cy3 ImmunoResearch IcQ/iHQ  1:200/1:400
de ratén 115-165-003
Jackson 1:200/1:400
Inmunoglobulina anti-conejo cabra Cy2 ImmunoResearch  1CQ/IHQ
de conejo 111-225-144 /CF /1:200
. Jackson
Inmunoglotfullna anti-conejo cabra Cy3 ImmunoResearch  |cq/Hq ~ 1:200/1:400
de conejo 111-165-144
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Tabla 3. Primers

Target Forward Reverse
m-Bax 5'TACTCCCGTCCTACCTCAGC 3’ 5'CGCGGGTACTAAATGAACGC 3’
m-Eef2 5'GACTCTGAGAATCCGTCGCC 3’ 5'CACACAAGGGAGTCGGTCAG 3’
m-Gfap 5'CACGAACGAGTCCCTAGAGC 3’ 5’ ATGGTGATGCGGTTTTCTTC 3’
m-Nes 5'CCCTTAGTCTGGAAGTGGCTAC 3’ 5'GTGCTGGTCCTCTGGTATCC 3’
m-RXRa 5'GACAGTGGCTTGCCTGGTAT 3’ 5'CCAAATCAGAGGGCACCCAT 3’
m-RXR6 5'TCCTTCTCCCATCGGTCCAT 3’ 5 TTTGTGGGGTGGGGTGAAAA 3’
m-RXRy 5’AACTTGGCCTGGGTGAAACA 3’ 5'GAGCACGCTGGCTCATCTAT 3’
m-Sox2 5'TGGATAACTGTTCAGCCACCAA 3’ 5'GGCGCAGTATCTCATCTGCT 3’
m-Vim 5’ATGCTTCTCTGGCACGTCTT 3’ 5’AGCCACGCTTTCATACTGCT 3°

Bax: Bcl-2-associated X protein, Eef2: eukaryotic translation elongation factor 2, Gfap: glial fibrillary
acidic protein, Nes: nestina, RXR: retinoid x receptor, Sox2: SRY (sex determining region Y)-box 2,

Vim: vimentin
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Los cultivos primarios de retinas rd1 reprodujeron un patrén de
muerte de los FRs semejante al ocurrido en las retinas rd1 in

Vivo

Para determinar si las CGM de retinas de ratones rdl presentaban
diferencias en su potencial regenerativo respecto de las de ratones control (wt)
utilizamos cultivos mixtos neuro-gliales de retinas de ambos tipos de ratones, en
los que establecimos sus patrones de desarrollo, diferenciacion y muerte, y los
comparamaos con Sus contrapartes in vivo.

Para ello evaluamos la pérdida de FRs de la CNE en las retinas rd1 y luego
investigamos si en los cultivos ocurria un proceso neurodegenerativo similar al
observado in vivo. El analisis de cortes histologicos de retinas PN 9 de ratones rd1,
cuando aun no comenzo la muerte masiva de FRs, no mostro cambios significativos
en la capa de FRs respecto de las retinas wt (Fig. 6 a-d). Por su parte, los cortes
PN 14 de retinas rd1, en coincidencia con el pico de muerte neuronal, mostraron
una disminucion notable de la CNE respecto de la observada en retinas wt (Fig. 6
e-h). Por ultimo, mientras los cortes de retinas PN 30 de ratones wt conservaron la
CNE intacta, en las retinas rd1 se observo una degeneracion completa de la misma
(Fig. 6i-l).
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rd1

)] DAPI

PN 9

PN 30

Figura 6. Disminucion, durante el desarrollo, de la capa de FRs en cortes de retina
de ratones rd1. Fotomicrografias de fase y fluorescencia de cortes de retinas wt de
dias PN9 (a, b), PN14 (e, f) y PN 30 (i, j); y rd1 de dias PN9 (c, d), PN14 (g, h) y PN 30
(k, | ). Los nucleos fueron marcados con la sonda nuclear DAPI. La barra vertical

blanca en las imdgenes de fluorescencia muestra la disminucion de la capa de FRs en
la retina rd1. La escala representa 40 um.
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Una vez convalidado el modelo de degeneracidn retiniana, realizamos
cultivos primarios mixtos neuro-gliales de retina de ratones wt y rd1, con el objetivo
de evaluar la muerte neuronal por apoptosis. Primeramente, determinamos en
estos cultivos, el numero de neuronas fotorreceptoras presentes a través de la
marcacion del factor de transcripcion temprano CRX. Los resultados mostraron que,
a los 6 y 11 dias, en los cultivos de retinas wt, el 96 £ 29 % y el 94 + 18.5%
respectivamente correspondian a FRs. Mientras que, en los cultivos rd1, analizados
alos mismos dias, estos valores fueron de 94.5 + 37%y 96 + 20%, respectivamente
(no mostrado, n=3). A continuacion, analizamos la fragmentacion nuclear, mediante
la marcacion del nicleo con la sonda DAPI, a 6 y 11 dias en cultivo; y la muerte por
apoptosis mediante la técnica de TUNEL a 11 dias, un tiempo equivalente a 13 dias
in vivo. La comparacion de la apoptosis determinada por el grado de fragmentacion
nuclear reveld que a 6 dias en cultivo el porcentaje de neuronas con nucleos
fragmentados fue de aproximadamente un 20% en ambos tipos de cultivos
(20.8+£2.8 % wt y 20.6+10 % rd1l) mientras que, a los 11 dias, en los cultivos de
retinas de ratones rdl este valor alcanzo un 32.5+£1.7%, cifra significativamente
mayor que el 18+3 % observado en los cultivos de retinas wt al mismo dia (Fig. 7
g). Por su parte, el analisis mediante la técnica de TUNEL (Fig. 7 a-f) mostré un
mayor porcentaje de neuronas TUNEL (+) en los cultivos de 11 dias de retinas rd1
(23.94£5.4%) que en los de retinas wt (7.5+3.8%) (Fig. 7 h). En concordancia con
estos resultados, mientras que la expresiéon del ARNm de la proteina BAX en
cultivos mixtos neuro-gliales de retinas wt de 6 y 11 dias no mostré6 cambios
significativos, en los cultivos de retinas rd1l mostro, a ambos dias, un aumento
significativo de 3.5 y 1.5 veces respectivamente, con respecto a los niveles de los
cultivos de retinas wt a 6 dias. (Fig. 7 i). En cuanto a la viabilidad de las CGM cabe
destacar que, tanto en cultivos mixtos wt como rd1, no se encontraron nucleos
fragmentados ni TUNEL (+).
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Figura 7. Muerte por apoptosis de neuronas en cultivos mixtos neuro-gliales. Las
fotomicrografias de fase (a, d) y fluorescencia (b, c, e, f) de cultivos mixtos neuro-gliales
wt (a-c) y rd1 (d-f) de 11 dias muestran la presencia de neuronas apoptoticas (flechas
finas) detectadas mediante la técnica de TUNEL (b, e). Los nucleos fueron marcados con
la sonda nuclear DAPI (c, f). A 6 dias de cultivo, el porcentaje de FRs fragmentados y/o
picndticos fue similar en cultivos wt y rd1, mientras que a 11 dias fue mayor en cultivos
rd1 (g). El porcentaje de neuronas TUNEL (+) fue mayor en los cultivos rd1, también a 11
dias (h). El nivel del ARNm de Bax fue mayor en los cultivos rd1 a 6 dias y 11 dias respecto
de los cultivos wt (i). Los resultados representan el promedio + sd de tres experimentos
separados (n=3). El andlisis estadistico se hizo por test de student (h) y ANOVA seguido
de test de tukey (g, i). *p <0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. La escala representa 5 um.
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Los cultivos primarios mixtos neuro-gliales de retinas rd1

mostraron un mayor numero de neuronas por célula glial

Luego de sembrados, los cultivos primarios mixtos neuro-gliales
provenientes tanto de retinas de ratones wt como rd1, formaron grumos (5-30
células/grumo) compuestos por células progenitoras de retina y neuronas en
distintos niveles de diferenciacion, confirmando resultados previos de nuestro
laboratorio (Insua et al. 2008; Simén et al. 2012). Al cabo de 2-3 dias, las CGM
comenzaron a extenderse por debajo de los grumos, formando una monocapa
sobre la cual se ubicaron y desarrollaron las neuronas. En este periodo inicial, no
observamos diferencias significativas entre los cultivos wt y rd1. Sin embargo, a los
6 dias, los cultivos de retinas rd1 mostraron poseer un mayor nimero de neuronas
adheridas a la superficie de las CGM que los de retinas wt (Fig. 8 a-d). Mientras
gue, en los cultivos de retinas wt, este valor fue de 2 neuronas por CGM, en los
cultivos de retinas rd1 hallamos 6 neuronas por CGM (Fig. 8 e). Luego de 11 dias
en cultivo estas diferencias se redujeron y no se observaron diferencias

significativas en el numero de neuronas por CGM.
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Figura 8. Sobrecarga con neuronas de las CGM. Las fotomicrografias de fase
(a, c) y fluorescencia (b, d) de cultivos mixtos neuro-gliales wt (a, b) y rd1 (c, d)
de 6 dias muestran la presencia de neuronas (cabeza de flecha) sobre las CGM
(flecha fina). Los ntucleos fueron marcados con la sonda nuclear DAPI (b, d). El
numero de neuronas por cada CGM se muestra en la tabla (e). El andlisis
estadistico se hizo por test de student, * p < 0.05. La escala representa 30 um.
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Las CGM rd1 mostraron una capacidad proliferativa reducida

Una posible explicacion para la diferencia observada en el ndmero de
neuronas por CGM entre ambos tipos de cultivos, podria ser que la proliferacién de
las células gliales rd1 ocurra a un ritmo menor que su contraparte wt, de modo que
cada CGM rd1 albergaria un numero mayor de neuronas que las CGM wt. Por este
motivo y dado que la actividad proliferativa es una caracteristica distintiva de las
células madre, evaluamos este parametro en las CGM de cultivos mixtos neuro-
gliales de retinas wt y rd1. Para ello analizamos, en ambos tipos de cultivos, la
incorporacion del nucledtido BrdU por parte de las CGM.

Si bien las CGM de ambos cultivos, wty rd1, incorporaron el nucleétido BrDU
(Fig. 9 a-h), luego de 6 dias el numero de CGM que proliferaron fue de un
79.1+8.5% en los cultivos mixtos wt, mientras que en los cultivos mixtos rd1 este
valor fue de un 55.1+6.3%. A los 11 dias, las CGM rd1l que proliferaron en los
cultivos mixtos fueron un 5.2+1.7%, valor significativamente menor que el
37.415.4% obtenido para las CGM wt (Fig. 9 ).

En correspondencia con estos datos, a 6 dias en cultivo, el nuUmero de CGM
por capsula (de 35 mm de diametro) fue de 32375 £ 7249 CGM en los cultivos
mixtos wt, mientras que en los cultivos rd1 este valor fue de 16720 £ 1747 CGM,
(Tabla 4).
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Figura 9. Proliferacion de las CGM en cultivos mixtos neuro-gliales. Las
fotomicrografias de fluorescencia de cultivos mixtos neuro-gliales wt (a-d) y rd1 (e-h)
de 11 dias muestran la incorporacion del nucledtido BrDU por parte de las CGM (a, e)
(flechas). Los nucleos fueron marcados con la sonda nuclear DAPI (c, g) y las CGM con
Glutamina Sintasa (GS) (b, f). Merge (d, h). Nétese que, tanto a 6 como 11 dias, la
incorporacion de BrDU fue menor en los cultivos rd1 (i). Los resultados representan el
promedio + sd de tres experimentos separados (n=3). El andlisis estadistico se hizo por
ANOVA seguido de test de tukey. ** p<0.01, *** p<0.001. La escala representa 30 um.

; CGM/cdpsula
DIAS en CULTIVO

wt rd1
6 3237517249 16720+ 1747
11 104110+ 15110 | 95297 + 14693

Tabla 4. Andlisis comparativo del numero de CGM en cultivos mixtos
neuro-gliales wt y rd1 por cdpsula de 35 mm de didmetro (drea:
961 000 000 um?) a 6 y 11 dias de cultivo.
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Expresion de N-CADHERINA en las CGM rd1 y wt

Otra posible causa de las diferencias observadas en el nimero de FRs
adheridos a las CGM en los cultivos mixtos wt y rdl, podria deberse a
modificaciones en la expresion de moléculas de adhesion de las células gliales,
tales como la N-CADHERINA. Para evaluar esta posibilidad comparamos, por
técnicas inmunocitoquimicas, la expresion de esta molécula de adhesidn en cultivos
mixtos neuro-gliales wt y rd1 de 6 dias (Fig. 10 a-h).

Los niveles de fluorescencia fueron levemente mayores en los cultivos
mixtos rd1l en comparacién con los cultivos wt, sin embargo, la debilidad de la
tincion no permitié determinar cuantitativamente de forma fehaciente la diferencia

observada.
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Figura 10. Expresion de N-CADHERINA en cultivos mixtos neuro-gliales. Fotomicrografias
de fase (a, e) y de fluorescencia (b-d, f-h) de cultivos mixtos neuro-gliales wt (a-d) y rd1 (e-
h) de 6 dias muestran la expresion de la molécula de adhesion N-CADHERINA (b, f). Los
nucleos fueron marcados con la sonda nuclear DAPI (c, g). Merge (d, h). La escala representa
40 um.
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Las CGM rd1l mostraron alteraciones nucleares

Considerando que la integridad del nucleo es crucial para preservar la
organizacion del ADN, y que sus anomalias estructurales pueden afectar la
continuidad del mismo, alterando la progresion de la divisiéon celular, analizamos y
comparamos la morfologia nuclear en CGM de retinas de ratones wt y rdl,
utilizando un anticuerpo que reconoce uno de los componentes de la lamina
nuclear. Esta tltima determina la morfologia nuclear y se une a regiones especificas
de la cromatina contribuyendo a su organizacion y por ende al mantenimiento de la
division celular.

Los resultados mostraron que los nucleos de las CGM wt eran
mayoritariamente ovales o esféricos, mientras que los de las CGM rd1 adoptaban
un mayor numero de morfologias irregulares (Fig. 11 a-h). El andlisis cuantitativo
revelé que, al dia 6, el porcentaje de nucleos con morfologias anormales de las
CGM en los cultivos wt fue de 1.6+1.4% mientras que en los cultivos rd1l este
porcentaje alcanzé un 12.5+0.1%. A los 11 dias, estos valores se incrementaron a
un 6.25+2.4% y 15.6+0.5% en los cultivos mixtos wt y rd1, respectivamente (Fig.
111).
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Figura 11. Alteraciones morfolégicas en nucleos de CGM rd1. Las fotomicrografias de
fase (a, e) y fluorescencia (b-d y f-h) de cultivos mixtos neuro-gliales wt (a-d) y rd1 (e-h)
de 11 dias muestran ntcleos con morfologia oval y redondeada (flechas finas) y nucleos
con irregularidades en su forma y tamafo (cabezas de flecha). Los nucleos fueron
inmunomarcados con el anticuerpo anti-LAMINA A (b, f) y con la sonda nuclear DAPI (c,
g). El porcentaje de CGM con nucleos anormales fue mayor para las CGM rd1a 6y 11
dias en cultivo (i). Los resultados representan el promedio + sd de tres experimentos
separados (n=3). El andlisis estadistico se hizo por ANOVA seguido de test de tukey.
*** p<0.001. La escala representa 40 um.
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Las CGM rd1 en cultivo mostraron una disminucién en la

expresion de marcadores de multipotencialidad

Teniendo en cuenta que NESTINA es una de las principales proteinas
involucradas en los procesos regenerativos llevados a cabo por las células madre,
evaluamos y comparamos su expresion en las CGM wt y rd1.

Al analizar la expresion de esta proteina en las CGM por citometria de flujo,
a partir de cultivos mixtos neuro-gliales, observamos que el niumero de células
gliales que expresaron NESTINA fue similar en ambos tipos de cultivos (Fig. 12 a-
i), sin embargo, al cabo de 11 dias, la intensidad de expresion de este filamento
intermedio, medida en unidades arbitrarias como intensidad de fluorescencia media
(IFM), fue mayor en las CGM de los cultivos wt, alcanzando un valor de 309.5+45
unidades, mientras que para las CGM de -cultivos rdl este valor fue
significativamente menor, alcanzando 181.2+19.3 unidades (Fig. 12 j, k). Cuando
analizamos los niveles de ARNm de NESTINA en estos mismos cultivos, si bien no
se detectaron cambios significativos a 6 dias, en concordancia con el resultado
anterior a los 11 dias, en los cultivos mixtos wt, la expresion de Nestina fue mayor
gue en los cultivos rd1 (Fig. 12 1).

La disminucién en la expresion de este filamento intermedio nos llevo a
investigar si la expresion de Vimentina, otro filamento intermedio marcador de
células madre podria estar alterada. Para ello estudiamos su expresiéon en ambos
tipos de cultivos mixtos neuro-gliales. Los resultados mostraron una disminucion en
la expresidon de Vimentina en cultivos mixtos neuro-gliales rd1 tanto a 6 como a 11

dias, respecto de los niveles en cultivos wt (Fig. 12 m).
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Figura 12. Expresion del filamento intermedio NESTINA en CGM. Las fotomicrografias de
fluorescencia de cultivos mixtos neuro-gliales wt (a-d) y rd1 (e-h) de 11 dias muestran la
marcacion de filamentos de NESTINA en las CGM (a, e). Las CGM fueron marcadas con
GLUTAMINA SINTASA (GS) (b, f) y los nucleos con la sonda nuclear TOPRO (c, g). Merge (d,
h). El numero de células que expresan NESTINA, analizado por citometria de flujo, no
evidencio diferencias significativas entre ambos cultivos (i). El histograma resultante
muestra una diferencia en la intensidad de expresion de NESTINA (j), siendo mayor para las
CGM wt (k). El nivel de ARNm de Nestina en cultivos mixtos neuro-gliales fue menor en los
cultivos rd1 a 11 dias comparado con los cultivos wt (). El nivel de ARNm de Vimentina fue
significativamente menor tanto a 6 como a 11 dias en los cultivos rd1 respecto de los
cultivos wt (m). Los resultados representan el promedio + sd de tres experimentos
separados (n=3). El andlisis estadistico se hizo por test de student (i, k) y ANOVA seguido de
test de tukey (I, m). ** p<0.01, ***p<0.001. La escala representa 40 um.
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Los marcadores de multipotencialidad disminuyeron su

expresion en las retinas rd1 in vivo

Se ha determinado que a partir del dia PN 0, cuando comienza la segunda
fase de la retinogénesis, aumenta la expresion de marcadores de células
progenitoras, como NESTINA, filamento intermedio determinante para la transicion
de células progenitoras, en estado proliferativo, a células neuronales post-mitéticas
(Zimmerman et al. 1994) y crucial para organizar los procesos regenerativos.

Dada la enorme eliminacién de neuronas FRs que ocurre en los ratones rd1
decidimos estudiar su expresion en retinas de ratones wt y rd1, asi como la de
Sox2, otro marcador de células madre, desde el desarrollo temprano de la retina
hasta la adultez. Como era de esperar, en el periodo abarcado entre PN 0y PN 8
durante el cual se completa el proceso de retinogénesis, en las retinas wt y rd1,
encontramos un aumento inicial de la expresion de Nestina que luego disminuy6 a
partir del dia PN 8. Notablemente, en este mismo periodo, en los ratones rdl los
niveles de expresion de Nestina fueron menores respecto de su contraparte wt. Asi,
mientras que en las retinas wt, los aumentos de expresion (medida como veces de
aumento respecto del nivel a PN 0) a los dias PN 2, 4y 8, fueron de 4.1, 6.3y 1.9
veces respectivamente, en las retinas rd1 fueron de sélo 1.7, 4.2 y 0.4 veces (Fig.
13 a).

Con respecto a Sox2 observamos que, en ambos tipos de ratones, hubo un
incremento en los primeros dias PN, pero al igual que lo ocurrido con Nestina,
observamos una disminucion significativa de este mensajero en los primeros dias
PN en las retinas de ratones rd1 respecto de las de ratones wt. Hacia el dia PN 2,
Sox2, disminuyo de 4.35 veces en retinas wt a 2.5 en las rd1, y hacia el dia PN 4,
de 2.5 veces en retinas wt a 0.8 veces en las retinas rd1 (Fig. 13 b). Ademas, tanto
para Nestina como para Sox2 no observamos, como ocurre en otros modelos de
neurodegeneracion (Hippert et al. 2015; Luna et al. 2010; Xue et al. 2006), que
existiera una re-expresion luego del pico de muerte de los FRs en las retinas de

ratones rd1.
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Figura 13. Niveles de ARNm de marcadores de células madre en retinas enteras de
ratones wt y rd1. La expresion del ARNm de Nestina a dias PN 0, 2, 4, 8, 10, 20, 40 y adulto
de retinas de ratones wt y rd1 se expresa como veces de cambio en relacion a la expresion
de Nestina a dia PNO en retina wt (a). La expresion del ARNm de Sox2, medida a los mismos
dias y expresado de la misma forma que para Nestina, se muestra en (b). Los resultados
representan el promedio * sd de tres ratones a cada dia PN estudiado. El andlisis
estadistico se hizo por ANOVA seguido de test de tukey. * p<0.05, *** p<0.001
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La disminucion en la expresion de Nestina en las CGM en cultivo y en las
retinas de ratones rd1, durante los primeros dias PN, nos llevo a investigar si
durante el pico de la neurodegeneracion, en cortes histologicos de retinas, también
se encontraba alguna alteracion en esta proteina.

Cuando comparamos la morfologia de las CGM en cortes de dia PN 14, de
retinas wt y rd1, observamos que la marcacion de NESTINA en las CGM wt abarco
todas las capas celulares, mientras que en las CGM rdl esta marca se observé
principalmente desde la CNI hasta la capa de células ganglionares (Fig. 14 a-h).
Ademas, el analisis comparativo de las proyecciones de las CGM NESTINA (+) en
un area equivalente en superficie y posicion en los cortes de retinas wt y rd1, revel6
gue el niamero de proyecciones de CGM en las retinas rd1 fue menor que en las
retinas wt (Fig. 14 i). También analizamos el espesor de las proyecciones de las
CGM y notamos que en las retinas rd1 estaban basalmente mas engrosadas que
las correspondientes wt (Fig. 14 j).

Finalmente, en concordancia con los resultados obtenidos en cultivo, el
analisis de la intensidad de fluorescencia luego de la inmunomarcacion con el
anticuerpo anti-NESTINA, mostré una menor intensidad de fluorescencia en las
retinas rd1l en comparacion con las retinas wt (Fig. 14 k). En su conjunto, estos

resultados, indican una menor expresion de NESTINA en las retinas rd1.
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Figura 14. Patron de expresion del filamento intermedio NESTINA en cortes histolégicos
de retinas de ratones wt y rdl. Las fotomicrografias de fluorescencia muestran las
proyecciones de las CGM wt (a-d) y rd1 (e-h) a través de la marcacion de NESTINA (a, e) y
GLUTAMINA SINTASA (GS) (b, f) a dia PN 14. Los ntucleos fueron marcados con la sonda
nuclear TOPRO (c, g). Merge (d, h). Al comparar una misma drea, se observa que el numero
de CGM NESTINA (+) en las retinas rd1 es menor al numero de CGM en las retinas wt (i). Las
CGM rd1 se extienden hacia la capa ganglionar y se observan engrosadas en comparacion
con las CGM wt (j) (flechas finas en a, b, d, e, f, h). La intensidad de fluorescencia para la
marcacion de NESTINA es menor en las retinas rd1 respecto de las retinas wt (k). Los
resultados representan el promedio + sd de tres ratones al dia PN estudiado. El andlisis
estadistico se hizo por test de student. * p < 0.05, ** p<0.01, *** p<0.01. La escala
representa 20 um.
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Con respecto a SOX2, el andlisis de este factor de transcripcion en cortes de
retinas, wty rd1, al dia PN 14, mostré una disminucién del nimero de nucleos SOX2
positivos en las retinas rdl (Fig. 15 a-g), en particular, en la capa de células
ganglionares (Fig. 15 h). Por su parte, las diferencias en el nimero de células SOX2

positivas en la CNI no fueron significativas (no mostrado).
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Figura 15. Expresion de SOX2 en cortes histologicos de retinas de ratones wt y rd1. Las
fotomicrografias de fluorescencia muestran la marcacion de SOX2 en cortes de retina de
ratones wt (a) y rd1 (d) de dia PN14 (cabezas de flecha). Los ntcleos fueron marcados con
la sonda nuclear DAPI (b, e). Merge (c, f). Obsérvese la disminucion en el numero de nucleos
positivos para SOX2 en los cortes de retina de ratones rd1 (g). El numero de células SOX2
positivas se encuentra especificamente disminuido en la CG (h). Los resultados representan
el promedio + sd de tres ratones al dia PN estudiado. El andlisis estadistico se hizo por test
de student. * p < 0.05, *** p<0.01. La escala representa 30 um.
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Efecto de la interaccidén con neuronas en la expresion de
NESTINA

Los resultados expuestos hasta aqui indican que las CGM rd1 presentan
alteraciones estructurales y en la expresion de distintos marcadores de células
madre que podrian afectar los procesos de regeneracion durante el transcurso de
la degeneracion de las neuronas fotorreceptoras, ya sea impidiéndolo o
disminuyéndolo.

Respecto del modelo rd1, utilizado en este trabajo de tesis, se sabe que la
causa principal de la degeneracion se debe a la mutacion en la enzima PED6 que
afecta a los FRs, por lo que surge el interrogante de cual seria la causa de las
alteraciones observadas en las CGM rd1. Nuestra hipotesis es que una posible
causa de este déficit podria deberse a alteraciones en el dialogo neuro-glial; mas
precisamente, que las alteraciones en los FRs afectarian la funcionalidad de las
CGM. Los resultados mencionados anteriormente indican alteraciones en las CGM
rd1 previas al inicio de la muerte masiva de FRs.

Por otro lado, en nuestro laboratorio se demostré que al sembrar CGM en
cultivos mixtos con neuronas de retina, la interaccion entre neuronas y CGM
preservaba en estas ultimas la expresion de marcadores de células madre (Insua
et al. 2008); y que, a su vez, las CGM inducian la expresion de estos marcadores
en progenitores indiferenciados de retina (Simon et al. 2012). La notable influencia
gue se ejercen mutuamente las neuronas y las CGM, preservando caracteristicas
de multipotencialidad, nos llevé a postular que las modificaciones observadas en
las CGM rd1 sugeririan que el “dialogo" neuro-glial necesario para el desarrollo de
la retina estaria alterado, afectando tanto el ciclo celular como la expresion de los
distintos marcadores de multipotencialidad estudiados.

Si nuestra hipo6tesis es correcta, entonces, la exposicion de CGM
provenientes de ratones rd1 a neuronas sanas, provenientes de ratones wt, deberia
estimular la expresion de marcadores de multipotencialidad en las CGM rd1. Para
evaluar esta posibilidad analizamos la expresion de Nestina en las CGM rd1 en co-
cultivo con neuronas wt y viceversa, en las CGM wt en co-cultivo con neuronas rd1.

Para ello obtuvimos cultivos puros neuronales y puros de CGM a partir de

retinas de ratones wt y rd1l. Luego de 3 dias en cultivo, las neuronas (wt o rdl)
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fueron co-cultivadas con CGM (wt o rd1) por 24 hs. Las neuronas de los cultivos
neuronales puros, en cada experimento, fueron marcadas con la sonda
CellTracker® para su posterior identificacion (Fig. 5). Pasado el periodo de co-
incubacion analizamos la expresion de Nestina.

Los resultados mostraron que el co-cultivo de CGM wt con neuronas rdl
provocé una disminucion en la expresion de NESTINA, observada tanto por
inmunocitoquimica (Fig. 16 e-h, i) como por qRTPCR (Fig. 16 j), respecto a los
niveles obtenidos al co-cultivar CGM wt con neuronas wt (Fig. 16 a-d, i, j).

Por el contrario, el contacto de CGM rd1 en co-cultivo con neuronas wt (Fig.
17 e-h) estimul6 la expresion de Nestina (Fig. 17 i, j) respecto de cuando las CGM
rd1 fueron incubadas con neuronas rd1 (Fig. 17 a-d, i, j).
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Figura 16. Las neuronas rd1 disminuyeron la expresion de Nestina en las CGM wt. Las
fotomicrografias de fluorescencia de co-cultivos neuro-gliales de CGM wt con neuronas wt
(a-d) y CGM wt con neuronas rd1 (e-h) muestran en verde las neuronas marcadas con la
sonda CellTracker® (flechas finas) (a, e) y en rojo los filamentos de NESTINA en las CGM
(cabeza de flecha) (b, f). Los nucleos fueron marcados con la sonda nuclear TOPRO (c, g).
Merge (d, h). La proporcion de CGM wt que expresan NESTINA cuando estdn en contacto
con neuronas rd1 es significativamente menor que cuando estdn en contacto con neuronas
wt (i), lo mismo ocurre con el nivel de ARNm de Nestina (j). Los resultados representan el
promedio * sd de tres experimentos separados (n=3). El andlisis estadistico se hizo por
ANOVA seguido de test de tukey. *p<0.05, ** p<0.01. La escala representa 40 um.
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Figura 17. Las neuronas wt aumentaron la expresion de NESTINA en las CGM rd1. Las
fotomicrografias de fluorescencia de co-cultivos neuro-gliales de CGM rd1 con neuronas
rd1 (a-d) y CGM rd1 con neuronas wt (e-h) muestran en verde las neuronas marcadas con
la sonda CellTracker® (flechas finas) (a, e) y en rojo los filamentos de NESTINA en las CGM
(cabeza de flecha) (b, f). Los nucleos fueron marcados con la sonda nuclear TOPRO (c, g).
Merge (d, h). La proporcion de CGM rd1 que expresan NESTINA cuando estdn en contacto
con neuronas wt es significativamente mayor que cuando estdn en contacto con neuronas
rd1 (i), lo mismo ocurre con el nivel de ARNm de Nestina (j). ND: no detectable. Los
resultados representan el promedio * sd de tres experimentos separados (n=3). El andlisis
estadistico se hizo por ANOVA seguido de test de tukey. * p<0.05, ** p<0.01. La escala

representa 40 um.
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Conclusiones del capitulo |

En este capitulo estudiamos las posibles alteraciones en la expresién de
distintos marcadores de células madre en las CGM de retinas de ratones rdl y

concluimos que:

e Fue posible reproducir en cultivo el proceso de muerte de las neuronas FRs
portadoras de la mutacidn que caracteriza a nuestro modelo de RP, tal como
ocurre in vivo.

e Las CGM rdl soportaron un nimero mayor de neuronas en cultivo que las
correspondientes wt. Esto se correspondio con una menor proliferacion de las
CGM rd1 en comparacion con las CGM wt, tanto en el periodo previo al inicio
de la degeneracion como en el comprendido dentro del pico de muerte de los
FRs y con una expresion ligeramente mayor de N-CADHERINA en las CGM
rdl.

e Los nucleos de las CGM rd1 mostraron irregularidades en su morfologia, lo
cual fue acompafiado por cambios en la distribucion de la lamina A en la
envoltura nuclear.

e La expresion del flamento intermedio, Nestina, marcador de células madre,
fue menor en las CGM rdl y se estimuldé cuando estas ultimas fueron co-
cultivadas con neuronas wt. Por el contrario, el contacto de CGM wt con
neuronas rd1 provoco una disminucion en la expresion de Nestina.

e El estudio in vivo mediante cortes histoldgicos de retinas de ratones wt y rd1
reveld alteraciones estructurales en las CGM rd1l que expresan NESTINA,
como también una disminucién en la expresion de este filamento intermedio,
tanto a nivel proteico en el momento del pico de muerte de los FRs como de
su ARNm en los primeros dias PN de los ratones rd1.

e La expresién del factor de transcripcion nuclear Sox2 mostré una disminucion
en el nimero de células que lo expresan en la capa de células ganglionares,

y en los niveles de ARNm en los primeros dias de vida de los ratones rd1.
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En general estos resultados sugieren que en los ratones rd1, asi como en la
RP, estaria alterado el dialogo normal entre las neuronas y las células gliales
generando una disminucion en la capacidad regenerativa de las CGM.
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Dentro de la retina, las CGM han sido propuestas como células con
capacidad de regenerar distintas poblaciones neuronales perdidas luego de un
dafio (Das et al. 2006; Fischer and Reh 2001, 2003; Reh and Fischer 2001). La
hipotesis planteada al inicio de este trabajo de tesis fue si la degeneracion
progresiva de los FRs, en el modelo animal rd1 de RP, afectaria la comunicacién
entre neuronas y células gliales, alterando la potencialidad regenerativa de estas
ultimas. El conjunto de resultados mostrados indicé que las CGM en las retinas de
ratones rdl, bajo nuestras condiciones de trabajo y en comparacion con CGM de
ratones normales, poseen disminuidos los pardmetros estudiados, caracteristicos
de células madre, como lo son la proliferacion, la expresion del filamento intermedio
Nestina y del factor de transcripcion nuclear Sox2, tanto in vivo como en cultivo
primario. Ademas, el contacto de estas CGM con neuronas sanas estimulo la
expresion de Nestina.

Poder repoblar la retina mediante la movilizacion de células madre
enddégenas o mediante la inyeccion de células progenitoras de retina, es un area
gue aun requiere de una mayor comprension, encontrando entre sus principales
obstaculos, la limitada capacidad regenerativa que presentan los mamiferos. Una
importante cuestion a tener en cuenta en el campo de los tratamientos con células
madre es la fuente para la obtencidén de estas células y su incorporacion al tejido
receptor. Para ello es necesario conocer en detalle la biologia de estas células para
poder direccionarlas en el tipo celular deseado y lograr una integracion exitosa en
el tejido de destino. En la retina se han propuesto tres fuentes principales de células
madre: el epitelio pigmentado de la retina a través de su transdiferenciacion, las
células del margen ciliar y las CGM (Yu et al. 2014), estas Ultimas son una de las
mas estudiadas y caracterizadas. Al respecto, se ha visto que diversos tipos de
dafnos a la retina inducen su proliferacién y desdiferenciacion, tanto in vivo (Das et
al. 2006) como en cultivo (Abrahan et al. 2009). El poder estudiarlas en cultivo
primario nos brinda una herramienta muy valiosa, ya que podemos analizar efectos
de compuestos o factores aislados, los cuales son dificiles de controlar debido a las
interacciones que ocurren en los tejidos u érganos enteros. Nuestro trabajo muestra
gque es posible analizar, en cultivo primario de retina, el proceso neurodegenerativo
gue ocurre en el raton rdl y la interaccion de los 2 tipos celulares principales

estudiados, neuronas y células gliales, asi como también la manipulacién de los
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cultivos puros de cada una de estas células, para evaluar el comportamiento de las

CGM al ser expuestas a neuronas sanas o con la mutacion.

Respuesta de las CGM frente a la degeneracion de los FRs

Durante un dafio en la retina, las CGM responden mediante un proceso
caracteristico llamada gliosis. Este puede ser inducido por degeneracion de la
retina, por un dafio mecanico, inflamacién o por el envejecimiento. Los cambios que
sufriran estas CGM durante la respuesta al dafio van a depender principalmente de
la duracion del mismo méas que de su severidad (Hippert et al. 2015). Asi es que se
pueden distinguir, como caracteristicas comunes, cambios reactivos que involucran
hipertrofia y aumento de la proteina GFAP y dependiendo entonces de la duracién
del dafio, si habra aumento de la proliferacién o no, clasificando la repuesta glidtica
en proliferativa y no proliferativa (Bringmann et al. 2000; landiev et al. 2006).

En esta tesis analizamos la actividad proliferativa de las CGM de cultivos
primarios de retina, tanto wt como rd1, y nuestros resultados mostraron una menor
tasa de proliferacion para las CGM rdl. Este resultado, por un lado, apoya a la
hipétesis de que las CGM rd1 presentan una capacidad regenerativa disminuida y
por otro sugiere que la respuesta de estas células, frente a esta neurodegeneracion,
no seria de tipo proliferativa, al menos, en el periodo estudiado. Las alteraciones
nucleares que se observaron podrian tener relacion con la disminuida capacidad
para dividirse de estas células, aunque establecer este aspecto requeriria de un
estudio mayor. Es de destacar que la capacidad proliferativa significativamente
disminuida que se observo a los 6 dias de cultivo en las CGM rd1 contribuiria a
explicar porque la relacion entre el nimero de células gliales y neuronas se
encontré6 aumentada en los cultivos mixtos neuro-gliales rd1. En otras palabras,
dado que las CGM no proliferaron al ritmo que lo hacen las CGM wt, se favorecié
gue hubiese un mayor niamero de neuronas distribuidas sobre la superficie de un
menor niumero de CGM rd1. Con relacion a esto, hipotetizamos que un parametro
gue podria incidir en el namero de neuronas adheridas a las CGM era la molécula
de adhesién celular N-CADHERINA. Esta pertenece a la familia de las cadherinas,
moléculas dependientes de calcio implicadas en la migracion de los progenitores

retinales a través de los procesos radiales de las CGM (Nagashima et al. 2013,
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Raymond et al. 2006). A través de su dominio citoplasmatico juega un rol importante
en la activaciéon de vias de sefializacion que involucran a -catenina y Wnt, ambas
relacionadas con procesos regenerativos; y vias de supervivencia como PI3K/Akt
(Ando et al. 2011). Cuando investigamos su expresion, a dias tempranos, hallamos
gue fue mayor en los cultivos mixtos rd1 que en los cultivos wt. Sin embargo, estos
datos no fueron concluyentes, por lo que su expresion aun requiere de un estudio
mayor.

Otra hipétesis que podria explicar el mayor niumero de neuronas por CGM,
si bien menos probable pero que no puede dejarse de lado, es que exista un mayor
namero de progenitores a dia PN 2 en las retinas rd1 o que estos presenten mayor
proliferacion y entonces al extenderse las CGM en nuestros cultivos lo hagan con
un mayor numero de neuronas desarrollando en su superficie.

Otro marcador de células madre que mostro disminuida su expresion fue el
filamento intermedio Nestina. El citoesqueleto de las células eucariotas esta
compuesto por tres tipos de estructuras filamentosas: los microfilamentos de actina,
microtubulos y los filamentos intermedios. NESTINA es un miembro de estos
filamentos intermedios y desde su identificacion es aceptada como marcador de
células madre neuronales durante el desarrollo embrionario, como también en el
cerebro adulto (Lendahl et al., 1990). Durante el desarrollo, las células progenitoras
neurales mantienen una proliferacion activa con elevada expresion de NESTINA,
cuando cesan la division y comienzan a diferenciarse, la expresion de Nestina
disminuye por regulacion negativa, mientras que otros filamentos intermedios
comienzan a aumentar (Wiese et al. 2004). Las evidencias muestran que, a
diferencia de otros filamentos intermedios, NESTINA no puede polimerizar por si
misma y debe copolimerizar con otros filamentos del citoesqueleto. Se ha visto
también que se despolimeriza durante la mitosis y vuelve a ser reincorporada a la
red de filamentos intermedios en la fase G1 (Chou et al. 2003). Esto nos llevo a
pensar que tendria un rol importante en coordinar cambios en la red de filamentos
intermedios en células en division activa, aunque esto no esta claro todavia. Por su
parte, Park et al. (2010), mostraron que NESTINA es importante para la
supervivencia y renovaciéon de las células madre neuronales durante el desarrollo
embrionario, y que esta funcion no requiere de su incorporacion en el citoesqueleto
o interaccidn con otros filamentos intermedios. En un modelo de retinitis pigmentosa

de rata donde la mutacién responsable se ubica en células del EPR se observo una
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alteracion en la expresion de Nestina, encontrdndose disminuida en la retina de
estos animales a partir de la primera semana de vida (Valamanesh et al. 2013).
Nuestros resultados mostraron que las CGM de retinas de ratones rd1 poseen
menos expresion de NESTINA tanto a nivel de ARNm como de proteina, pero no
se observan cambios a nivel de la disposicibn de estos filamentos en el
citoesqueleto de las células en cultivo, lo que sugiere que la disminucion observada
afectaria el potencial regenerativo de las células gliales. Por otro lado, también
observamos una disminucion en la expresion de Vimentina, otro marcador de
células madre (Boraas et al. 2016).

El andlisis de NESTINA en cortes histologicos de retina confirmé la
disminucion observada en cultivo, asi como la existencia de alteraciones
morfologicas de las CGM y de expresion del factor de transcripcion nuclear Sox2
necesario para mantener la identidad de célula madre de las CGM y que también
esta involucrado en procesos de crecimiento glial y de adhesion necesarios para
gue estas células puedan mantener la citoarquitectura de la retina (Bachleda et al.,
2016; Surzenko et al. 2013). Por otro lado, resulta sugestiva la idea de que la
disminucién de los filamentos intermedios en las CGM rd1 podria relacionarse con
las alteraciones nucleares observadas, pero es un aspecto que aun requiere ser
esclarecido.

Como se menciono antes, en este trabajo de tesis mostramos la disminucién
de NESTINA en las CGM en un modelo de neurodegeneracion de la retina. En
principio, este resultado estaria en oposicibn con numerosos trabajos que
muestran, como caracteristica de la reactividad glial, aumento en la expresion de
distintos filamentos intermedios (Hippert et al. 2015; Luna et al. 2010). Las
caracteristicas de la reactividad glial, tanto a nivel molecular como celular, son
enfermedad dependiente y esto es lo que hace a esta respuesta glial una reaccion
compleja. Por ejemplo, ante una infeccion o ciertos escenarios inflamatorios, la
respuesta glial es generalizada e inespecifica e involucra hipertrofia, regulacién
positiva de filamentos intermedios, aumento de la proliferacién, pérdida de
funciones, regulacion negativa de glutamina sintasa (excepto en la retinopatia
diabética donde no se modifica la expresion de esta ultima) (Mizutani et al., 1998),
remodelacion de la vasculatura y el tejido retiniano (Vecino et al. 2016). Los dafios
realizados en la retina en estos modelos son agudos, de rapida evolucion, pero

existen pocas evidencias sobre lo que ocurre cuando el dafio es mas lento y
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progresivo como en el caso de una enfermedad neurodegenerativa. En un trabajo
previo, Hippert et al. (2015), analizaron la respuesta de las CGM en 4 modelos
animales de neurodegeneracion de la retina y concluyeron que las diferentes
causas genéticas de estas enfermedades provocan una respuesta diferente de las
CGM y que la magnitud de la respuesta glial no esta directamente correlacionada
con la magnitud del dafio. Es importante mencionar también que no todas las CGM
en la retina presentan el mismo fenotipo, en los Ultimos afios han surgido diversos
trabajos que ponen en evidencia la presencia de heterogeneidad o subpoblaciones
dentro de las CGM totales en la retina. Se ha visto que la expresién de ciertos
marcadores puede estar limitada solo a un grupo de estas células gliales y que no
todas van a responder de la misma manera frente a un dafio. En retinas de pollo se
observo que frente a un dafo inducido con NMDA se vuelven proliferativas solo
aquellas CGM que sean GFAP negativas (Hauck et al., 2014). También se han visto
diferencias en la expresion de Nestina luego de un dafio en retinas adultas,
indicando que el potencial regenerativo estaria limitado solo a una subpoblacién de
estas células gliales (Luna et al. 2010).

En su trabajo, Roesch et al. (2012) comparan la expresion de diversos genes
en CGM individuales de ratones modelo de RP y ratones normales y encuentran
una gran variabilidad en la expresion de los mismos entre las CGM de un mismo
ratén, ya sean normales o mutantes. Dado que dentro de las CGM de la retina
existe una gran diversidad de fenotipos, algunas de ellas podrian responder de
forma reactiva, mientras que otras que presentan marcadores de indiferenciacion,
permitirian generar nuevos progenitores de retina que reemplacen las neuronas
perdidas. La heterogeneidad presentada por las CGM podria reflejar interacciones
neurona-glia especificas segun el tipo de dafio inducido en la retina, por lo que no
seria posible definir una respuesta generalizada para las CGM en el raton
Pde6b™d! En futuras investigaciones deberiamos poder definir si la poblacion de
CGM que presenta disminuido su potencial regenerativo es la misma que se
muestra reactiva, o si se trata de poblaciones diferentes que podrian ser
manipuladas de forma independiente y asi favorecer un ambiente propicio para la
regeneracion.

Una pregunta que surge luego de analizar nuestros resultados es ¢ por qué
en el modelo animal rd1, donde la mutacion en la enzima PDE6B es exclusiva de

los FRs, las CGM presentan alteraciones en su potencial regenerativo? Los
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cambios observados en las CGM durante el pico de la neurodegeneracion podrian
ser explicados por la muerte masiva de los FRs, pero nuestros resultados mostraron
diferencias significativas entre las CGM wt y rd1 a dias tempranos en cultivo donde
aun no ha comenzado la muerte masiva de los FRs. Estos resultados son: la
expresion de Bax, la proliferacion, alteraciones en la morfologia nuclear, la
expresion de Nestina y Sox2; y posiblemente los niveles de N-CADHERINA.
Ademas, observamos que el co-cultivar CGM de ratones wt con neuronas de
ratones rd1 de solo 3 dias en cultivo fue suficiente para provocar en las primeras
una disminucion en la expresion de Nestina.

Estos resultados generan muchos interrogantes acerca de cuales son los
cambios tempranos que estan sufriendo los FRs y que pueden ser detectados por
las CGM para provocar en ellas los cambios observados y cual o cuales son las
moléculas involucradas en este dialogo neuro-glial. Dilucidar estos aspectos nos
permitiria poder manipular estas células y aportar estrategias que puedan favorecer
a las terapias de reemplazo celular. El rol de la PEDG6B se encuentra bien
caracterizado en retinas maduras, pero se ha visto que su expresion en la retina es
también temprana, incluso durante el desarrollo embrionario. En su trabajo Bibb et
al. (2001), muestran expresion de Pde6b en embriones de 12 dias, mientras que
Pde6a y Pde6g comienzan su expresion a dia PN 1 y otras proteinas de la
fototransduccion, como OPSINA, no lo hacen hasta el dia PN 5. El rol de la PDE6B
en estos estadios tempranos aun no ha sido caracterizado (Assaf et al., 2015). Por
otro lado, dentro de los posibles candidatos a participar en este didlogo neuro-glial
se encuentran neurotransmisores como el glutamato y el acido y-aminobutirico
(GABA). El glutamato es el neurotransmisor excitatorio mas importante en la retina,
comienza su expresion a dia PN 3 (Nivison-Smith et al. 2014) y es continuamente
liberado en la retina externa por los FRs, liberacion que es inhibida por luz. Se ha
demostrado que este neurotransmisor induce la expresion de marcadores de
progenitores celulares en CGM de retinas adultas murinas, tanto in vivo como en
cultivo (Takeda et al. 2008), que promueve la proliferacibn de progenitores
derivados de las CGM (Ramirez and Lamas 2009) y que puede estimular la
desdiferenciacion de las CGM a través de modificaciones genéticas y epigenéticas
en cultivos primarios obtenidos de retinas de ratas (Reyes-Aguirre et al. 2013).
Como se mencion6 anteriormente el glutamato es captado por las CGM (Bringmann

et al. 2006, 2009), lo cual regula su actividad y por ende el didlogo neuro-glial. En
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este contexto, si la liberacién de glutamato se reduce a consecuencia de la muerte
de los FRs, entonces se afectaria la actividad normal de las CGM y con ello su
capacidad regenerativa.

Por su parte, se ha reportado que el neurotransmisor GABA estaria
involucrado en la regulacion del mantenimiento del estado de células madre en
células de tipo glial en el hipocampo de ratones (Song et al. 2012); y en zebrafish,
la inhibicion de los receptores para GABA, mostr6 una estimulacion de la
regeneracion por parte de las CGM (Rao et al., 2017). Por todo esto, el rol de estos
neurotransmisores en la comunicacion neuro-glial en retinas de ratones rdl
requiere ser establecido.

En conclusién, el conjunto de resultados indica que en nuestro modelo de
neurodegeneracion se encuentra alterada la comunicacion entre las neuronasy las
células gliales, provocando cambios estructurales y en el potencial regenerativo de
las CGM. Por ello, la posibilidad de investigar una terapia de reemplazo celular en
el ratén rd1, deberia contemplar el uso de CGM de ratones sanos y/o el desarrollo
de estrategias que permitan recuperar la capacidad regenerativa de las CGM de

ratones rd1.
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La expresion de GFAP aumento6 en las retinas y cultivos

primarios mixtos neuro-gliales rd1

Los resultados descriptos en el capitulo anterior mostraron alteraciones en
el potencial regenerativo de las CGM en las retinas rd1 que sugieren la existencia
de un desequilibrio en las células gliales de la retina. Este desequilibrio conduciria
al establecimiento de un ambiente pro-inflamatorio, propio de los procesos gliéticos
gue ocurren frente a los dafios en la retina y que dificultan la regeneracion.

Dado que GFAP es un reconocido marcador de reactividad en las células
gliales, investigamos si éste modificaba su expresion en las retinas de ratones rd1,
asi como también en los cultivos primarios mixtos neuro-gliales de retinas rd1 luego
de comparar con su contraparte wt.

El andlisis de cortes de retinas rd1 PN 14 mostré un mayor numero de CGM
gue expresan este filamento intermedio, en comparacion con cortes de retinas wt
del mismo dia PN (Fig. 18 a, h). El estudio de los niveles de ARNm de GFAP en
retinas enteras wt y rd1l, desde el desarrollo temprano de las mismas hasta la
adultez, mostré un aumento significativo a partir del dia PN 20 en las retinas rd1,
coincidiendo con un avanzado grado de degeneracién de los FRs (Fig. 18i). Si bien
no mostraron significancia estadistica, también observamos aumentos en la
expresion de Gfap en las retinas rd1l a partir del dia PN 4, cuando aun no ha
comenzado masivamente la muerte neuronal.

A continuacién, estudiamos el porcentaje de CGM positivas para la
marcacion de GFAP en cultivos mixtos neuro-gliales de 11 dias. El numero fue
significativamente mayor en los cultivos de retinas rd1, que en los correspondientes
wt (Fig. 19 a, e). Aumentando de un 2.8+0.4% de CGM GFAP positivas en los
cultivos wt a un 19.6+4.0% en los cultivos rd1 (Fig. 19 i). Tanto las células positivas
para la marcacion de GFAP como las negativas, expresaron el receptor RXRa (Fig.
19 b, f). Cuando analizamos la expresién de Gfap, a 6 dias de cultivo, observamos
un aumento significativo de dicha expresion en los cultivos mixtos de retinas rd1,
siendo este 4.2 veces mayor que en los cultivos wt. Sin embargo, luego de 11 dias

no encontramos diferencias significativas entre ambos cultivos, wt y rd1 (Fig. 19 ).
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wt

b) C)

A )
Figura 18. Expresion de GFAP en retinas de ratones wt y rd1. Las fotomicrografias de fase
(a, e) y de fluorescencia (b, c, d, f, g, h) muestran la expresion de GFAP (b, f) en cortes de
retina de ratones wt (a-d) y rd1 (e-h) a dia PN14. Los nucleos fueron marcados con la sonda
nuclear DAPI (c, g). Merge (d, h). La expresion de Gfap a dias PN O, 2, 4, 8, 10, 20, 40 y adulto
de retinas wt y rd1 fue expresada como veces de cambio en relacion a la expresion de Gfap
a dia PNO en retina wt. La expresion en retinas rd1 a partir de PN 20 fue significativamente
mayor (i). Los resultados representan el promedio # sd de tres ratones al dia PN estudiado.

El andlisis estadistico se hizo por ANOVA seguido de test de tukey. * p<0.05, *** p<0.001.
La escala representa 40 um.

ARNm Gfap
(veces de cambio)

rd1 :
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Figura 19. Expresion de GFAP en cultivos mixtos de retinas de ratones wt y rd1. Las
fotomicrografias de fluorescencia (a-h) muestran la expresion de GFAP (a, e) en CGM de
cultivos mixtos de 11 dias de retinas de ratones wt (a-d) y rd1 (e-h) (flechas). En verde se
muestra la marcacion de los receptores RXRa (b, f). Los nucleos fueron marcados con la
sonda nuclear TOPRO (c, g). Merge (d, h). En i) se muestra el aumento en el porcentaje de
CGM GFAP positivas a 11 dias en cultivos rd1 y en j) el aumento significativo de expresion
de Gfap a 6 dias en cultivo. Los resultados representan el promedio * sd de tres
experimentos separados (n=3). El andlisis estadistico se hizo por test de student (i) y ANOVA
sequido de test de tukey (j). ** p<0.01, *** p<0.001. la escala representa 40 um
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Alteraciones en la expresién del receptor RXRa en retinas rd1l

y de las isoformas a, B y y en cultivos mixtos neuro-gliales rd1

Recientemente, los receptores X para retinoideos (RXR) han sido
involucrados en procesos de neuroinflamacion que ocurren durante el desarrollo de
diferentes patologias neurodegenerativas. Previamente en nuestro laboratorio se
demostré que un ligando endogeno de los RXR, el ADH, y agonistas sintéticos
promueven la supervivencia de los FRs en cultivos neuronales de retina de rata,
mediante la activacion de estos receptores (German et al. 2006). Para evaluar el
posible rol de los mismos en los procesos de neuroinflamacion y los efectos
benéficos de su activacion en el modelo rdl comenzamos por analizar, en cortes
histologicos de retina, la expresion de la isoforma alfa, la cual en cerebro tiene como
ligando endogeno al ADH.

El analisis de cortes de retinas de ratones wty rd1 a dia PN 9, mostr6é que
los RXRa se localizan tanto en células de la CNI como de la CNE, la cual a este dia
PN aun no se ve afectada por la muerte masiva de los FRs. A este tiempo del
desarrollo no detectamos marcacion en la capa de células ganglionares (Fig. 20 a-
J). El analisis de la intensidad de fluorescencia, en el total de las capas de las retinas
en los cortes, reveld una disminucion significativa en las retinas rd1 (Fig. 20 k). A
su vez, el andlisis de esta marcacion del RXRa en la CNE, CNIy SE, evidencié una
disminucién significativa solo en la CNI de retinas rd1, respecto de las retinas wt
(Fig. 20 1).

A continuacion, evaluamos a distintos dias PN el nivel de ARNm de este
receptor en retinas enteras de ambos ratones, wt y rd1, y encontramos que a partir
del dia PN 10, cuando se ha iniciado la degeneracion, la expresion de los RXRa
fue significativamente menor en las retinas rd1 respecto de las retinas wt. A su vez,
en los dias previos al inicio de la muerte de los FRs observamos que no hubo
cambios significativos en la expresion del RXRa y que solamente hacia el dia PN 8
se evidencié un aumento en su expresion en las retinas rd1l al compararla con
retinas wt (Fig. 20 m) aunque no resulté significativo.

El analisis de la expresién de las 3 isoformas de este receptor en los cultivos
mixtos neuro-gliales, tanto wt como rd1, mostrd que a 6 dias de cultivo las isoformas

a y y estaban significativamente aumentadas en los cultivos de retinas rd1, pero no
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asi laisoforma B. A medida que progresaron los cultivos, ya a los 11 dias los niveles
de expresion de todas las isoformas disminuyeron y no observamos diferencias

significativas entre los cultivos de retinas wt y rd1 (Fig. 20 n-p).
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Figura 20. Expresion del receptor RXRalfa en cortes de retinas de ratones wt y rd1. Las
fotomicrografias de fase (a, f) y de fluorescencia (b-e y g-j) muestran cortes de retina de
ratones wt (a-e) y rd1 (f-j) a dia PN9. Se identificé la CNE mediante la marcacion de OPSINA
(b, g). La localizacion de los RXRa (c, h) se encontrd limitada a la CNE y a la CNI. Los nucleos
fueron marcados con la sonda nuclear TOPRO (d, i). Merge (e, j). La intensidad de
fluorescencia para la marcacion de los RXRa, a dia PN 9, fue menor en los cortes de retinas
rd1 (k), siendo estd disminucion significativa en la CNI (l). La expresion del ARNm de los
RXRa a dias PN 0, 2, 4, 8, 10, 20, 40 y adulto de retinas wt y rd1 fue expresada como veces
de cambio con relacion a la expresion de los RXRa a dia PNO en retina wt (m). Los grdficos
n), o) y p) muestran la expresion de cada una de las isoformas de los RXR (alfa (m), beta (o)
y gamma (p)) en cultivos mixtos de 6 y 11 dias de retinas wt y rd1. En k) y ) los resultados
representan el promedio * sd de tres ratones al dia PN estudiado. En m) los resultados
representan el promedio * sd de dos ratones al dia PN estudiado. Enn), 0) y p) los resultados
representan el promedio # sd de tres experimentos separados (n=3). El andlisis estadistico
se hizo por test de student (k) y ANOVA sequido de test de tukey (I-p). * p< 0.05, ***p<0.001.
La escala representa 40 um.
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Efecto protector del agonista sintético de los RXR, PA024

En nuestro laboratorio se demostré que dos agonistas de los RXR, HX630 y
PA024, mimetizan el efecto protector del ADH en modelos de degeneracion de FRs
en cultivos primarios de retinas de rata, siendo el PA024 el mas efectivo (German
et al. 2013). El ADH posee alta susceptibilidad a la peroxidacién por lo que la
utilizacion de agentes mas estables que mimeticen su efecto protector sin ser
sensibles a la peroxidaciéon podria ser una herramienta U(til para tratar
enfermedades neurodegenerativas de la retina. Es por esto que, a continuacion,
tratamos cultivos mixtos neuro-gliales de retinas rd1 con el agonista de los RXR,
PA024 (0,1 uM), para determinar si prevenia la muerte de los FRs, y luego de 11
dias evaluamos el numero de FRs apoptoéticos mediante la técnica de TUNEL. Los
resultados mostraron que el numero de FRs apoptéticos TUNEL (+) disminuyo
significativamente luego del tratamiento (Fig. 21 a-j) y el andlisis de la expresion
de Bax a 6 dias mostré una disminucion significativa en comparacion con los
niveles de ARNm hallados en las condiciones control y DMSO (Fig. 21 k). A 11

dias, la expresion de Bax no evidencio cambios significativos (no mostrado).
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Figura 21. Efecto del tratamiento con el agonista PA024 sobre la supervivencia de FRs en
cultivos mixtos neuro-gliales de retinas de ratones rd1. Las fotomicrografias de fase (a, d,
g) y fluorescencia (b,c,e,f,h,i) de cultivos mixtos neuro-gliales rd1 de 11 dias, muestran la
presencia de neuronas apoptdticas detectadas mediante la técnica de TUNEL luego del
tratamiento con el agonista PA024 0.1 uM (h) comparando con condiciones control (b, e).
Enj) se muestra la disminucion en el nimero de neuronas TUNEL (+) a 11 dias en los cultivos
rd1 tratados con el agonista y en k) la disminucion de la expresion de Bax a 6 dias en cultivo,
respecto de las condiciones control. Los resultados representan el promedio + sd de cinco
experimentos separados (n=5) para j) y el promedio * sd de tres experimentos separados
(n=3) para k). El andlisis estadistico se hizo por ANOVA sequido de test de tukey. * p<0.05,
**¥p<0.001. La escala representa 40 um.
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Posteriormente investigamos si el PA024 podria disminuir la expresion de
GFAP en las CGM en cultivos mixtos neuro-gliales. Efectivamente, el analisis de
los cultivos de 11 dias tratados con PA024 mostroé una disminucion en el ndmero
de CGM GFAP positivas (Fig. 22 a-m). El andlisis de la expresion de Gfap no
mostré diferencias significativas para el nimero de réplicas analizadas mediante el
test estadistico ANOVA. No obstante, luego de contrastar los valores de la
condicién del agregado del agonista con la de su vehiculo mediante el test de
Student sugiri6é que el agonista podria estar disminuyendo el aumento de expresion
previamente descripto a 6 dias en los cultivos mixtos rd1 (Fig. 22 n).
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Figura 22. Efecto del tratamiento con el agonista PA024 sobre la expresion de GFAP en
cultivos mixtos neuro-gliales de retinas de ratones wt y rd1. Las fotomicrografias de
fluorescencia de cultivos mixtos neuro-gliales rd1 de 11 dias muestran la presencia de
CGM GFAP positivas (a, e, i) luego del tratamiento con el agonista PA024 (i-I), en
condiciones control (a-d) y suplementados con el vehiculo del PA024 (e-h). En m) se
muestra el porcentaje de CGM GFAP (+) en los cultivos rd1 luego del tratamiento con
PA024. En n) se muestra la expresion de Gfap luego del tratamiento con PA024 de cultivos
mixtos rd1 a 6 y 11 dias. Los resultados representan el promedio * sd de tres experimentos
separados (n=3). El andlisis estadistico se hizo por ANOVA seguido de test de tukey. A 6
dias, la diferencia en los niveles de Gfap entre la condicion con DMSO y PA024 0,1 uM
corresponde al andlisis por test de student. * p<0.05. La escala representa 20 um.
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Conclusiones del capitulo |l

En este capitulo estudiamos la expresién de la isoforma alfa en retina entera
y las tres isoformas de los RXR en cultivos mixtos formados por neuronas,
principalmente FRs y CGM; y un posible efecto protector y anti-inflamatorio del uso
de un agonista sintético de estos receptores, PA024.

Luego de analizar los resultados mostrados concluimos que:

e La expresion de GFAP en retinas rd1 aument6 desde dias PN tempranos, asi
como también el nimero de CGM reactivas en cultivos mixtos neuro-gliales de
retinas de ratones rd1 respecto de su contraparte wt.

e Lalocalizacion y expresion de la isoforma alfa de los RXR mostro6 alteraciones
en las retinas rd1, respecto de las retinas wt. Su expresion disminuyo a partir
del dia PN9, particularmente en la CNI.

e La expresion de las isoformas alfa y gamma estuvo significativamente
aumentada en cultivos mixtos neuro-gliales de 6 dias de retinas rd1, pero no la
de la isoforma beta.

e Eltratamiento con el agonista sintético de los RXR, PA024, disminuy6 la muerte
de los FRs en cultivo y los niveles del ARNm de la proteina proapoptética BAX,

asi como también el numero de CGM reactivas.
Como conclusion general estos resultados sugieren que el tratamiento con

este agonista sintético podria ser de utilidad para prevenir la muerte de los FRs y

generar un ambiente anti-inflamatorio en retinas afectadas por RP.
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La reactividad glial y la hipertrofia de las CGM son caracteristicas que
pueden encontrarse luego de un dafio en la retina, ya sea este agudo o crénico. En
relacion a esto, nuestro primer objetivo fue evaluar la expresion de GFAP como
marcador de reactividad glial, ya reportado in vivo en retinas de ratones con
neurodegeneracion (Roesch et al. 2012). Los resultados mostraron una expresion
temprana de este filamento intermedio, la cual fue en aumento desde dias previos
al pico de muerte de los FRs haciéndose significativo, dicho aumento en la
expresion, a partir del pico de muerte de los FRs. En los cultivos primarios mixtos
neuro-gliales de retinas rd1l también hubo un aumento del nimero de CGM
reactivas y en concordancia con lo observado in vivo, un aumento de la expresion
de Gfap a dias tempranos en cultivo.

Por otro lado, dado los antecedentes mencionados previamente, otro de
nuestros objetivos fue investigar si el agonista sintético de los RXR, PA024, podria
tener efectos benéficos disminuyendo la reactividad glial y aumentando la
supervivencia de FRs en cultivos de retinas rd1. Los resultados mostraron que el
uso de este agonista sintético disminuyo6 el nimero de CGM reactivas, la expresion
temprana de la proteina pro-apoptética BAX, asi como también la muerte por

apoptosis de los FRs en los cultivos mixtos rd1.

Rol de los RXR en las enfermedades neurodegenerativas de la

retina

Previamente en nuestro laboratorio se determiné que la expresion de este
tipo de receptores en las neuronas de retina de rata en cultivo tiene una localizacién
intracelular que depende del tipo neuronal (German et al. 2013). Ademas, se ha
demostrado que ratones knockouts para combinaciones de los receptores
retinoideos (distintas isoformas del RXR con distintas isoformas del receptor del
acido retinoico) manifiestan una elevada anormalidad ocular (Mendelsohn et al.
1994).

La participacion de los RXR en el mantenimiento de la funcionalidad y de la
capacidad inmunomoduladora de las células gliales de Muller es poco conocida. En
este contexto, se ha demostrado la existencia de alteraciones funcionales y

morfolégicas en la retina neural en ratones donde se habia inactivado
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exclusivamente la isoforma a de los RXR, especificamente en las células del EPR
(Mori et al. 2001) y evidencias mas recientes sugieren que distintos subtipos de
receptores nucleares controlan la activacion de la microglia, tanto en condiciones
fisiolégicas como patologicas. Ademas, en macrofagos el estado de activacion en
si mismo influencia el patron de expresion de algunos receptores nucleares y su
accion (Barish et al. 2005).

Nuestros resultados mostraron que la isoforma alfa se expreso en la retina
de los ratones, tanto wt como rd1, en neuronas y células gliales y que disminuyé su
expresion a partir del pico de muerte de los FRs en retinas de ratones rdl1. El
analisis de la marcacién de este receptor en las distintas capas de la retina mostré
gue la disminucion observada ocurria en la CNI, donde coexisten distintos tipos
neuronales junto con los cuerpos celulares de las CGM. Por su parte, en los cultivos
mixtos neuro-gliales de retinas rdl observamos que previo al pico de muerte
neuronal, aumentd el nivel de ARNm de las isoformas alfa y gamma,
correspondiéndose el aumento observado para la isoforma alfa en cultivos de 6
dias con el aumento observado in vivo a PN 8. A 11 dias en cultivo observamos
gue, tanto las CGM como las neuronas, mostraron poseer la isoforma alfa de los
RXR y que no hubo una disminucién de la expresion de esta isoforma en los cultivos
mixtos rd1 respecto de los cultivos wt.

El aumento observado en los niveles del ARNm de la isoforma gamma en
los cultivos de 6 dias podria deberse a la adquisicion de un fenotipo particular, adn
no determinado, en las CGM en la retina. Esta isoforma posee un patron de
expresion en el ojo mas restringido que las isoformas alfa y beta, encontrandose
principalmente en los FRs del tipo conos en la retina adulta (Mori et al. 2001). Por
otra parte en trabajos recientes se ha demostrado la participaciéon del RXRgamma
en la diferenciacion de los oligodendrocitos, un tipo especifico de células gliales,
induciendo la remielinizacion de axones en modelos de desmielinizacion focal
(Huang et al. 2011). Esta diferenciacion también se ha observado en muestras de
pacientes con Esclerosis Mdultiple (Hanafy and Sloane 2011). Investigaciones
futuras permitiran determinar si esta isoforma se encuentra involucrada en la

adquisicién de un determinado fenotipo por parte de las CGM.
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Efecto protector del agonista sintético de los RXR, PA024, en

cultivos mixtos neuro-gliales rd1

El tratamiento de cultivos mixtos neuro-gliales de retinas de ratones rd1 con
el agonista PA024 desde dias tempranos y con agregados repetidos en el tiempo
en cultivo, mostré una disminucién en el numero de FRs apoptoticos a 11 dias, con
una reduccion previa de los niveles de expresion de la proteina pro-apoptética BAX.
Estos resultados junto al analisis de la expresion de la isoforma alfa, la cual mostro
un aumento temprano de su expresion, indicarian que el agonista podria estar
actuando a través de la misma.

En concordancia con nuestros resultados, existen investigaciones que
muestran los efectos benéficos de la activacion de los RXR en modelos de
neurodegeneracion, tanto por accion directa de la activacion de los RXR en las
neuronas afectadas o indirectamente por la activacion de los RXR en las células
con capacidad inmunomoduladora. En un modelo murino de la enfermedad de
Alzheimer se ha mostrado que el tratamiento con bexaroteno, otro agonista de los
RXR, disminuye la inflamacion y promueve la eliminacidon del péptido b-amiloide por
las células microgliales (Cramer et al. 2012). El uso de este agonista en bajas dosis
también rescata neuronas dopaminérgicas en un modelo animal de Parkinson
(McFarland et al. 2013). Por su parte, el 9-cis acido retinoico (AR) (ligando
enddgeno de los RXR) posee un efecto anti-inflamatorio sobre la microglia en un
modelo murino de esclerosis multiple. Mientras que una combinacion de 9-cis AR y
agonistas de otros receptores nucleares, como los PPAR (peroxisome proliferator-
activated receptor), inhiben la expresion de citoquinas pro-inflamatorias incluyendo
IL-18, TNFa e IL-6 (Xu et al. 2005).

La utilizacion de cultivos mixtos neuro-gliales nos permite mantener la
supervivencia de los FRs en cultivo hasta que comienza la degeneracion propia por
la mutacién en el gen que codifica para la PDE6B. Sin embargo, no nos permite
determinar si el efecto provocado por el agonista utilizado se debe a la activaciéon
de los RXR en las neuronas, en las CGM o en ambas y es aqui donde surgen dos

posibles hipétesis: Una de ellas nos haria suponer que la activacion de los RXR en
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las neuronas modularia la comunicacion neuro-glial promoviendo la disminucion de
GFAP en las CGM. La segunda hipétesis implicaria un efecto directo sobre las
CGM, disminuyendo su reactividad y posiblemente favoreciendo la supervivencia
neuronal mediante, por ejemplo, la liberacion de factores troficos y/o la estimulacion
de los progenitores de retina a diferenciarse en nuevos FRs. Sin embargo, no se
puede descartar un efecto directo de los agonistas en la supervivencia de los FRs
activando vias de supervivencia tal como se demostrdé en distintos modelos de
muerte de los FRs de rata en cultivo (German et al. 2013).

En conclusién, ademas del rol establecido de los RXR en procesos
inflamatorios de enfermedades neurodegenerativas, nuestros resultados mostraron
gue la utilizacion de un agonista sintético de estos receptores previene la muerte
de las neuronas FRs y disminuye la reactividad glial en el modelo animal de
neurodegeneracion retiniana utilizado en esta tesis. Por ello seria de gran interés
en investigaciones futuras, desde el angulo terapéutico y farmacologico,
profundizar el estudio de la via de accion de los RXR tanto en las neuronas como

en las CGM en la retina.
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Conclusiones generales

El conjunto de resultados presentados en este trabajo de Tesis, utilizando
como modelo animal de estudio el ratdén rd1, nos permitié analizar por primera vez
en forma comparativa el comportamiento de las CGM de retinas wt y rd1.

El analisis de estos resultados nos permiti6 arribar a 2 conclusiones
generales: En primer lugar, las CGM rd1 mostraron disminuida su capacidad
proliferativa y de diversos marcadores de células madre, tales como NESTINA,
SOX2y VIMENTINA, cambios que fueron acompafnados de alteraciones nucleares.
Ademas, el hecho de que las CGM modificaran la expresion de su filamento
intermedio NESTINA, segun fueran co-cultivadas con neuronas wt o rd1, sugiere
gue la comunicacién o “dialogo” entre ambos tipos celulares es fundamental para
mantener las propiedades caracteristicas de células madre en las CGM y que este
“dialogo” estaria alterado en el modelo rd1.

También demostramos que los receptores RXR poseen un rol relevante en
la supervivencia de los FRs, cuyas alteraciones influirian en la degeneracion de los
FRs rd1. En este contexto, fue muy importante el hallazgo de que el tratamiento
con el agonista sintético PA024 disminuyoé la muerte de las neuronas FRs ademas
de provocar una disminucion de la reactividad de las CGM observada en cultivo.

Por ultimo, mas alla de que los resultados presentados en esta tesis podrian
aportar datos relevantes en el esclarecimiento de los mecanismos celulares y
moleculares que subyacen los procesos de degeneracion retiniana, nuestros
hallazgos tendrian relevancia médica dada la posible implicancia terapéutica de

los mismos.
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